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Zusammenfassung

Diese Arbeit beschreibt die erste gelungene Bestimmung der Kinetik des Violaxanthin-
zyklus in vivo auf Basis von Resonanz-Ramanspektroskopie.

Der Violaxanthinzyklus ist ein Regelmechanismus der Photosynthese und besteht aus
zwel Farbstoffen, Violaxanthin und Zeaxanthin, die iiber den Zwischenschritt Anthera-
xanthin ineinander umgewandelt werden konnen. Wéhrend Violaxanthin beim Sammeln
von Sonnenlicht hilft und die absorbierte Energie ans Chlorophyll weitergibt, strahlt Zea-
xanthin iiberschiissige Energie aus dem Chlorophyll als Wirme ab. Durch Umwandlung
von Violaxanthin in Zeaxanthin und umgekehrt konnen Pflanzen das Verhiltnis von ge-
sammelter und wieder abgestrahlter Lichtenergie einstellen und somit die Effizienz ihrer
Photosynthese regeln und sich vor Stress durch zu viel Licht schiitzen. Wie der Violaxan-
thinzyklus funktioniert, wurde bislang durch die chemische Untersuchung abgeschnitte-
ner und schnell eingefrorener Blitter untersucht. Wie schnell die Pflanzen auf wechseln-
de Lichtverhiltnisse reagieren, lie} sich mit den chemischen Verfahren jedoch nur sehr
schwer und unter groem Aufwand bestimmen.

In dieser Arbeit ist durch Kombination von Resonanz-Ramanspektroskopie mit Haupt-
komponentenzerlegung und einem insbesondere fiir die Verwendung an stark fluoreszie-
renden biologischen Proben neu entwickelten Grundlinienkorrekturalgorithmus die Beob-
achtung der Umwandlung von Violaxanthin in Zeaxanthin und zuriick in vivo gelungen.
Experimente zur Bestimmung der Kinetik beim abrupten Wechsel von Dunkel nach Hell
und von Hell nach Dunkel wurden an der Griinalge Dunaliella salina durchgefiihrt. Die
Zeitkonstanten fiir den Hell-Dunkel-Ubergang liegen dabei je nach experimentellen Be-
dingungen zwischen 39 4 8 und 46 + 4 Minuten. Fiir den Dunkel-Hell-Ubergang wurde
eine Zeitkonstante von 3,2 + 1,0 Minuten bestimmt.

AuBerdem wurden die Resonanzprofile von Chlorella vulgaris, Haematococcus pluvialis
und Porphyridium purpureum in verschiedenen Stresszustinden bestimmt und in Bezug
auf den Violaxanthinzyklus und die Produktion sekundérer Carotinoide diskutiert. Die
Entwicklung eines Algenreaktors nach dem Airlift-Prinzip vervollstindigt diese Arbeit.
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Abstract

This thesis describes the first in vivo approach to directly measure the kinetics of the
violaxanthin cycle using resonance Raman spectroscopy.

The violaxanthin cycle is a regulation mechanism within photosynthesis, consisting of
two dyes, violaxanthin and zeaxanthin, which can be converted into each other via the
intermediate step antheraxanthin. Violaxanthin assists the collection of sunlight and trans-
fers absorbed energy to chlorophyll, whereas zeaxanthin radiates away excess energy
from chlorophyll as heat. Plants adjust the ratio of absorbed to emitted light energy by
converting violaxanthin into zeaxanthin and vice versa, changing their photosynthetic ef-
ficiency and protecting themselves from stress due to excessive light. Until now, operation
of the violaxanthin cycle was studied mostly through chemical analysis of cut and quick-
ly frozen leaves. Studying the kinetics of the reaction to varying light, however, poses a
difficult experimental challenge when using chemical tools.

In this work, by combining resonance Raman spectroscopy with principal component
analysis and a newly developed algorithm for baseline correction specifically tailored
for highly fluorescent biological samples, observation of the conversion of violaxanthin
into zeaxanthin and vice versa in vivo was successful. Experiments on the green alga
Dunaliella salina were performed, featuring both the light-to-dark and the dark-to-light
transition response of the algae. Time constants for the light-to-dark transition between
39 + 8 and 46 + 4 minutes depending on experimental conditions were found. The time
constant determined for the dark-to-light transition is 3,2 & 1,0 minutes.

Additionally, Raman resonance profiles were determined for three common species of
algae, Chlorella vulgaris, Haematococcus pluvialis, and Porphyridium purpureum. The-
se were discussed in connection with the violaxanthin cycle and synthesis of secondary
carotenoids. The development of a custom airlift type bioreactor completes this work.
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Kapitel 1
Einleitung

In dieser Dissertation wird der erste direkte experimentelle Zugang zur Kinetik des Viola-
xanthinzyklus in vivo auf der Basis von Resonanz-Ramanspektroskopie beschrieben und
mit Experimenten an Algenkulturen erprobt. Grundsitzlich geht es darum, einen Mecha-
nismus im Detail zu untersuchen, mit dem Pflanzen sich vor zu viel Licht schiitzen und
ihre Photosyntheseeffizienz variieren konnen'.

Sehr kurzfristig konnen Pflanzen iiberschiissige, vom Blattgriin gesammelte Lichtenergie
als dunkelrotes Licht wieder abstrahlen>3. Dies ldsst sich mit einem passenden Filter fo-
tografieren, der den Wellenlidngenbereich der sogenannten Chlorophyllfluoreszenz durch-
liasst und einen GroBteil des sichtbaren Lichts absorbiert* (Abb. 1.1). Das menschliche
Auge hat nur eine geringe Empfindlichkeit fiir dunkelrotes Licht’, weswegen die Chlo-
rophyllfluoreszenz in der Natur normalerweise nicht auffillt. Direkt zu beobachten ist
die Chlorophyllfluoreszenz jedoch an Algenkulturen, bei denen je nach Stresszustand ein
Grofteil des aufgenommenen Lichts als Chlorophyllfluoreszenz wieder abgestrahlt wird
(Abb. 7.8).

Zusitzlich besitzen Pflanzen den Violaxanthinzyklus, welcher aus zwei Farbstoffen be-
steht, die von den Pflanzen ineinander umgewandelt werden kénnen. Der eine Farbstoff,
Violaxanthin, hilft mit, Licht zu sammeln, wihrend der andere, Zeaxanthin, es der Pflanze
erlaubt, gesammeltes Licht als Wiarme wieder abzustrahlen. Je nach Mischungsverhiltnis
konnen die Pflanzen mit diesem Mechanismus einstellen, wie viel von dem einfallenden
Licht fiir die Photosynthese verwendet werden soll!. Wie der Violaxanthinzyklus funktio-
niert, wurde bislang durch die chemische Untersuchung abgeschnittener und anschlie3end
schnell eingefrorener Blitter untersucht. Wie schnell die Pflanzen auf wechselnde Licht-
verhiltnisse reagieren, lie sich mit den chemischen Verfahren jedoch nur sehr schwer
und unter groBem Aufwand bestimmen®’.

Durch den zunehmenden Klimawandel sind Stressreaktionen der Pflanzen insbesondere
fiir die Pflanzenziichtung hochinteressant®. Ebenso ist es in unseren gemiBigten Breiten

11



12 1. EINLEITUNG

Abbildung 1.1: Chlorophyllfluoreszenz von Bambus (Phyllostachys bissetii), an einem wolken-
losen Sommertag mit einem 665 nm Tiefpassfilter und einer infrarotempfindlichen Kamera foto-
grafiert. Es handelt sich nicht um ein klassisches Schwarz-Weil-Bild; ein direkter Blick durch den
verwendeten Filter sicht Dunkelrot aus. Die Chlorophyllfluoreszenz ist hier als helles Leuchten
der Bambusblitter zu sehen.

selten, dass die Sonne von Morgens bis Abends durchgehend scheint, sehr hdufig sorgen
voriiberziehende Wolken fiir verinderliche Schatten am Boden®. Um im Mittel eine gute
Photosyntheseeffizienz zu erreichen, miissen Pflanzen schnell auf wechselnde Lichtver-
hiltnisse reagieren konnen, wihrend unter schwierigen klimatischen Bedingungen insbe-
sondere eine groBe Regelkapazitit fiir die Stresstoleranz wichtig ist®. Eine direkte Mes-
sung der Kinetik des Violaxanthinzyklus er6ffnet der Pflanzenziichtung ein neues, bislang
nur schwer zugéngliches Selektionskriterium.

Wiihrend biologische Details im Kapitel 2 niher betrachtet werden, liegt die in der vor-
liegenden Dissertation geloste experimentelle Herausforderung somit in der direkten Be-
stimmung des Verhiltnisses von Violaxanthin zu Zeaxanthin in vivo und dessen zeitlicher
Veridnderung.

Zu diesem Zweck wurde Resonanz-Ramanspektroskopie eingesetzt, bei der ein Laser-
strahl die Probe beleuchtet und gestreutes Licht aufgefangen wird, dessen Farbe sich
von der des anregenden Laserstrahls unterscheidet. Anhand der dabei zusitzlich aufleuch-
tenden Farben konnen Riickschliisse auf optisch zugingliche Schwingungszustinde von
in der Probe enthaltenen chemischen Substanzen gezogen werden!?. Natiirlich sind in
Pflanzen viele verschiedene Substanzen miteinander vermischt enthalten, jedoch haben
Carotinoide eine besonders ausgeprigte Wechselwirkung mit Licht, die zusitzlich noch
durch eine gut abgestimmte Wahl der Farbe des Laserstrahls selbst hervorgehoben werden

kann!1-12

Die ersten fiir diese Arbeit durchgefiihrten erkundenden Vorversuche an Tomatenpflan-
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zen und Griinlilien ergaben, dass der fiir die Ramanspektroskopie notige Laserstrahl das
pflanzliche Gewebe bei lingerer Einwirkdauer beschiddigte. Da dies aus praktischen Griin-
den nicht mit einer sehr gro3en Zahl von Pflanzen kompensiert werden konnte, fiel die
Wahl auf Mikroalgen. Diese sind sehr klein, sehr zahlreich, durch das umgebende Wasser
gekiihlt, lassen sich wihrend der Messung kontinuierlich umwélzen, um Stress durch den
Laserstrahl selbst zu vermeiden, und vermehren sich schnell. Im Rahmen dieser Disser-
tation wurde ein Bioreaktor nach dem Airlift-Prinzip entwickelt, welcher sich gut fiir den
interdisziplindren Einsatz eignet und trotz der fehlenden sterilen Anzuchtbedingungen ei-
ne dauerhafte Kulturfithrung erméglicht.

Der Violaxanthinzyklus selbst ist mit dem Auge nicht zu beobachten, aber es gibt eini-
ge Algenarten, die in der Lage sind, noch andere Farbstoffe zu synthetisieren und sich
unter Stress komplett zu verfirben!>!4 (Abb. 7.7). Solche Algenarten erwiesen sich als
sehr niitzlich fiir die ersten experimentellen Schritte zur Bestimmung von Carotinoiden in
vivo mit Resonanz-Ramanspektroskopie und wurden in mehreren hier beschrieben Expe-
rimenten verwendet. Besonders bekannt ist die “Blutregenalge” Haematoccocus pluvialis,
die unter Stress Astaxanthin synthetisiert'> und bei massenhafter Vermehrung Teiche und
andere kleine Gewdsser rot verfarbt.

All diese Entwicklungen gemeinsam erlaubten schlieBlich die direkte Beobachtung der
Anpassungen im Violaxanthintzyklus an wechselnde Lichtverhéltnisse (Abb. 5.4).






Kapitel 2
Biologische Grundlagen

Die Intensitéit des Sonnenlichtes an einem Ort schwankt betrichtlich auf mehreren Zeit-
skalen: Der groBte Unterschied besteht zwischen Tag und Nacht!®, wihrend die Tages-
dauer regelmiBigen jahreszeitlichen Schwankungen unterworfen ist!”. Doch es gibt auch
weniger vorhersagbare Schwankungen auf kiirzeren Zeitskalen: Voriiberziehende Wol-
ken sorgen fiir Schatten am Boden’, und Pflanzen im Unterholz eines Waldes sind durch
Blitterbewegungen im Wind noch viel schnelleren Intensititsinderungen ausgesetzt!3.

AuBer vom Licht hingt die Photosynthese noch von anderen Umweltfaktoren ab, wobei

t19

insbesondere die Temperatur’, Wasserverfiigbarkeit!® und Kohlenstoffdioxidkonzentra-

tion in der Luft?° eine wesentliche Rolle spielen.

Um unter wechselnden Bedingungen eine gute Photosyntheseeffizienz aufrecht zu erhal-
ten und sich vor Schiden durch Uberlastung zu schiitzen, haben Pflanzen einige Mecha-
nismen entwickelt, die es ihnen ermoglichen, mit Fluktuationen in der Beleuchtungsdauer
und -intensitit in verschiedenen Gréenordnungen zurecht zu kommen.

Uber Monate hinweg konnen Pflanzen langsam ihren Chlorophyllgehalt anpassen sowie
morphologisch unterschiedliche Licht- und Schattenblitter ausbilden®!. Viele Pflanzen
verlieren aulerdem im Winter ihre Blétter oder verfiarben sich, um die geringe Wasser-
verfligbarkeit bei tiefen Temperaturen in Kombination mit zeitweise intensiver Sonnen-
einstrahlung zu iiberleben®?. Im Laufe eines Tages konnen Pflanzen die Ausrichtung ihrer
Blitter zur Sonne variieren>?, was besonders bei sommerlicher Trockenheit gut zu beob-
achten ist, wenn die Blitter schlaff herunterhdngen, um so wenig wie moglich der Sonne
ausgesetzt zu sein. Wenngleich einige Arten von Pflanzen zu schnellen Bewegungen fihig
d?*, geschieht die Anpassung an wechselnde Lichtverhiltnisse auf einer Zeitskala von
weniger als einem Tag mit chemischen Regelmechanismen.

sin

Die Chlorophyllfluoreszenz erlaubt es Pflanzen, innerhalb von Sekunden auf Intensitits-
dnderungen zu reagieren, indem tiberschiissige Lichtenergie als Fluoreszenz wieder ab-

15



16 2. BIOLOGISCHE GRUNDLAGEN

gestrahlt wird>>. Das Chlorophyll, welches rotes und blaues Licht absorbiert, fluoresziert
dabei im Dunkelroten, besonders im Bereich von 680 bis 700 nm. Die Stirke der Fluo-
reszenz wird dabei hauptsichlich von dem pH-Wert in den Thylakoiden beeinflusst®,
welcher durch photochemische Reaktionen verdndert wird und sich praktisch als MaB fiir

Stress in Algen-?% und Pflanzenkulturen?’ verwenden lisst.

AuBer Chlorophyll enthélt das sogenannte Antennensystem noch akzessorische Pigmen-
te. Diese sind Carotinoide, die wiederum in die gelben, sauerstofthaltigen Xanthophylle
und in die orangen bis roten sauerstofffreien Carotine unterteilt werden konnen. Neben
anderen Funktionen tauschen die akzessorischen Pigmente Energie mit dem Chlorophyll
aus. Die Richtung des Energietransfers hiangt dabei von den individuellen Energiezustéin-
den der Carotinoide ab!.

Insbesondere zwei Xanthophylle, Violaxanthin und Zeaxanthin, sind fiir einen Regelme-
chanismus unerlisslich, welcher als der Violaxanthinzyklus bekannt ist'. Wenngleich die
exakte Funktionsweise in aktueller Literatur noch diskutiert wird?8-2°, hilft Violaxanthin
beim Sammeln von Sonnenlicht, dessen absorbierte Energie anschlieBend ans Chloro-
phyll abgegeben wird und somit fiir photochemische Reaktionen zur Verfiigung steht.
Zeaxanthin dagegen strahlt {iberschiissige Energie aus dem Chlorophyll als Wérme ab.

In einer umkehrbaren enzymatischen Reaktion, an der Violaxanthin-Deepoxidase und
Zeaxanthin-Epoxidase beteiligt sind’, konnen Pflanzen Violaxanthin iiber den Zwischen-
schritt Antheraxanthin in Zeaxanthin umwandeln. Dies geschieht innerhalb von Minuten
bis einigen Stunden, wodurch die Pflanze das Verhiltnis von gesammelter und wieder
abgestrahlter Lichtenergie einstellen kann. Der Gesamtgehalt an Violaxanthin, Antherax-
anthin und Zeaxanthin schlieBlich gibt die Regelkapazitit vor, die durch die Synthese von
zusitzlichem Violaxanthin erweitert werden kann?3.

Reichen alle bislang beschriebenen Regelmechanismen nicht aus, so bleibt der Pflanze
als letzte Rettung noch die sogenannte Photoinhibition, eine zeitweilige Zerstorung des
Photosyntheseapparates>?. Diese tritt jedoch nur unter extremen Bedingungen auf und
benotigt anschlieBend eine sehr lange Regenerationszeit.

All diese Mechanismen zusammengenommen bestimmen die Moglichkeiten einer Pflan-
ze, unter wechselnden Lichtverhéltnissen zu wachsen und zu iiberleben.

Wiihrend die Chlorophyllfluoreszenz, welche ein MaB fiir photosynthetischen Stress dar-
stellt, unter sichtbarer Anregung bei Wellenldngen ab 680 nm erscheint (sieche Abb. 8.3)
und damit experimentell leicht zuginglich ist>3, soll es in dieser Arbeit um den Viola-
xanthinzyklus gehen, dessen Vermessung eine experimentelle Herausforderung darstellt.
Carotinoide selbst fluoreszieren zwar schwach im Bereich von 505 nm und 530 nm?3!,
konnen aber von typischen Chlorophyllfluoreszenzmessgeréten prinzipbedingt nicht de-
tektiert werden.
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Der direkte experimentelle Zugang zum Violaxanthinzyklus ist schwierig und basierte
bislang meistens auf Hochleistungs-Fliissigchromatographie’?, welche eine vorhergehen-
de aufwindige Probenpréparation erfordert. Aus diesem Grund existieren trotz der groflen
biologischen Bedeutung nur wenige experimentelle Arbeiten zur Kinetik des Violaxan-
thinzyklus®7-16-28-33 " AuBerdem existiert aus der Arbeitsgruppe um Wolfgang Bilger aus
Kiel noch ein weiterer Ansatz, die Kinetik des Violaxanthinzyklus {iber einen Zusammen-
hang mit Absorptionsmessungen zu bestimmen>*.

Grundsitzlich ist die Detektion von Carotinoiden mit Ramanspektroskopie eine weit ver-
breitete Technik, die auch eine Bestimmung der riumlichen Verteilung erlaubt!>. Viele
Studien zu funktionalen Aspekten und der Konfiguration der Carotinoide im Photosystem
wurden erfolgreich mit Resonanz-Ramanspektroskopie durchgefiihrt!>36-3%  Ein erster
Hinweis zur moglichen Beobachtbarkeit des Violaxanthinzyklus mit Ramanspektrosko-
pie ist auBerdem in der Literatur zur Photoinhibition enthalten®°.

Einzellige Mikroalgen lassen sich vergleichsweise leicht im Labor kultivieren und sind
fiir ihre - auch kommerziell genutzte® - Fihigkeit zur Pigmentsynthese bekannt**# . Au-
Berdem ist es fiir die Ramanspektroskopie praktisch, dass die Kultur aus vielen separaten
Individuen besteht, so dass sich der Einfluss des fiir die Ramanspektroskopie nétigen La-
serstrahls zur Anregung durch kontinuierliche Umwilzung der Algenkultur auf eine sehr
grof3e Zahl von Zellen verteilt werden kann, womit der Stress durch die Messung selbst
minimiert wird. Da Griinalgen den Aufbau ihres Photosystems mit alle hoheren Pflanzen
teilen”*?, lassen sich diese somit als Modellorganismus fiir Experimente am Violaxan-
thinzyklus verwenden.






Kapitel 3
Streuung und Fluoreszenz

Drei Wechselwirkungen zwischen Licht und Materie, die in diesem Kapitel vorgestellt
werden, sind fiir die folgenden Experimente wesentlich: Rayleighstreuung, Ramanstreu-
ung und Fluoreszenz, auf welche die mit einem Laser in eine Algenprobe eingestrahlte
Intensitit verteilt wird ®.

Rayleigh- und Ramanstreuung sind Streuprozesse, deren gestreute Intensitét /; an einem
Molekiil wie an einem schwingenden Dipol beschrieben werden kann:

I~ o} |laxE* (3.1)

Mit der Intensitét / eines Lichtstrahles, welche proportional zum Quadrat des elektrischen
Feldvektors ist

1 =
1= 5ncoso|15|2 (3.2)
folgt daraus, dass die Intensitét der Streuung proportional zur eingestrahlten Lichtintensi-
téit, zur Zahl der schwingenden Dipole, zum Quadrat der Polarisierbarkeit und zur vierten
Potenz der Energie der Anregungsphotonen ist.

Dabei sind:

®; Frequenz des gestreuten Lichts

Tensor der Polarisierbarkeit

Elektrischer Feldvektor des Anregungsstrahles
n Anzahl der schwingenden Dipole

co Lichtgeschwindigkeit im Vakuum

&y Dielektrizititskonstante des Vakuums

a
E

aDie Beschreibung der Effekte in diesem Abschnitt folgt dem Werk von Derek A. Long!©.
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20 3. STREUUNG UND FLUORESZENZ

Welche Art von Streuprozess vorliegt, hingt von dem Anfangszustand |i) und dem End-
zustand |f) ab. Bei Rayleighstreuung sind Anfangs- und Endzustand identisch, wéhrend
bei Ramanstreuung Anfangs- und Endzustand verschieden sind. Die Wahrscheinlichkeit
fiir einen Ubergang wird dabei durch den Polarisierbarkeitstensor gegeben:

(epo)y = ¥ {0 Wpo Y
PO)fi T fort W, — o) —Iil, @5 + 0y + il
li) Anfangszustand des Molekiils
|f) Endzustand
|r)  Zwischenzustand
I, Spektrale Halbwertsbreite des Zwischenzustandes
hw; Energie des Anfangszustandes
hws Energie des Endzustandes
h, Energie des Zwischenzustandes
hw; Energie der Anregungsphotonen
Differenzen werden durch Doppelindizes angegeben: @ = 0 — o;
Die Energie der gestreuten Photonen wird durch
ho, =h (o) — o) (3.4

gegeben, wobei hwy; die Energiedifferenz von Anfangs- und Endzustand darstellt. Bei
Rayleighstreuung sind Anfangs- und Endzustand identisch, es findet also keine Energie-
dnderung der gestreuten Photonen statt, was in der klassischen Betrachtungsweise einer
elastischen Streuung entspricht. Im Falle der Ramanstreuung sind die beiden Zustinde
verschieden, wobei die Wahrscheinlichkeit fiir einen energetisch hoher liegenden Endzu-
stand (Stokes-Linien) auf Grund der Besetzung der Zustinde bei Raumtemperatur geméaf
der Boltzmannverteilung iiberwiegt.

Der Zwischenzustand |r), in den das Molekiil durch den Anregungsstrahl gehoben wird,
kann dabei beliebig sein, er kann, muss aber nicht mit einem erlaubten Zustand des Mo-
lekiils iibereinstimmen, wobei in der Theorie dann “virtuelle” Zustinde auftreten. Eine
besonders wichtige Eigenschaft ist im Nenner @,; — @ — il', des ersten Termes der Glei-
chung 3.3 beschrieben: Kommt die Energie der Anregungsphotonen in den Bereich eines
Uberganges des Molekiils, so steigt die Intensitit der betreffenden Ramanlinie infolge
einer Resonanzverstirkung an, was in den folgenden Experimenten ausgenutzt wird.

Der Tensor der Polarisierbarkeit besitzt grundsitzlich Richtungsabhingigkeiten, bei Mes-
sungen an Fliissigkeiten mit Multimode-Glasfasern sind jedoch alle moglichen rdumli-
chen Orientierungen gleichzeitig vorhanden und sowohl Anregung als auch Detektion
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erfolgen unpolarisiert. In diesem Fall wird die gestreute Intensitit mathematisch mit Hil-
fe von Isotropieintegralen iiber die Invarianten des Polarisierbarkeitstensors ausgedriickt.

Wichtig fiir die kommenden Experimente ist hier jedoch nur, dass die gestreute Intensitit
stets proportional zum Quadrat der Elemente des Polarisierbarkeitstensors ist.

Aus praktischen Griinden wurde fiir die Ramanstreuung als energetische Verschiebung
relativ zur Energie der Anregungsphotonen die Einheit “relative Wellenzahl” (m~! =
0,01cm™") eingefiihrt, die zur Energiedifferenz des eingestrahlten und gestreuten Photons
proportional ist und deren Absolutwert die Energie Ey; des Uberganges vom Anfangs-

zum Endzustand widerspiegelt.
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Wellenlénge der Anregungsphotonen
Wellenldnge der gestreuten Photonen

Es existieren verschiedene Konventionen iiber das Vorzeichen der Energiedifferenz, diese
Arbeit folgt durchgiingig der Konvention des “Journal of Raman Spectroscopy”, wonach
Stokes-Linien positive relative Wellenzahlen zugeordnet werden.

(Raman-) Streuung tritt (bei Substanzen mit ramanaktiven Vibrationszustinden) un-
abhéngig von der Anregungswellenldnge auf.

Die Intensitit steigt grundsitzlich proportional zur vierten Potenz der zur Anregung
verwendeten Photonenenergie an.

Die spektrale Breite einer einzelnen Ramanlinie resultiert aus der Unschirfe eines
Uberganges und der Auflésung des Spektrometers.

Resonanzverstirkung tritt auf, wenn die eingestrahlte Photonenenergie mit einem
elektronischen Ubergang des Molekiils iibereinstimmt und korreliert deshalb mit
dem Absorptionsspektrum.

Ausnutzung von Resonanzbedingungen fiir die Ramanstreuung hilft, diese gegen-
tiber der Fluoreszenz zu verstirken und ermoglicht so unter schwierigen experi-
mentellen Bedingungen ein akzeptables Signal-zu-Rausch-Verhiltnis.

Die hier beschriebene Theorie ist nur solange giiltig, wie sich die einzelnen streu-
enden Molekiil(teile) nicht untereinander beeinflussen. Ramanspektren einer Mi-
schung mehrerer Substanzen in hohen Konzentrationen lassen sich auf Grund von
Reabsorptionen nur nidherungsweise als Linearkombinationen der einzelnen Ra-
manspektren darstellen.
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Fluoreszenz ist im Gegensatz zur Rayleigh- und Ramanstreuung kein Streuprozess und
tritt nur auf, wenn das Molekiil die fiir die Anregung verwendeten Photonen absorbiert.
In diesem Fall geht das elektronisch angeregte Molekiil mit groBer Wahrscheinlichkeit
zunichst mit einem strahlungslosen Ubergang unter Wirmeabgabe in das unterste Vi-
brationsniveau des ersten elektronisch angeregten Zustandes iiber, von wo aus es meh-
rere mogliche Kombinationen von strahlenden und nicht-strahlenden Ubergingen in die
Vibrationsniveaus des elektronischen Grundzustandes gibt. Die Fluoreszenz ist spektral
sehr breit, weil es meist viele mogliche Vibrationsniveaus gibt, von denen jedoch nicht
alle auch iiber die Ramanstreuung zuginglich sein miissen.

e Fluoreszenz tritt auf, wenn die Photonenenergie mindestens zur Anregung des ers-
ten elektronischen Zustandes ausreicht, wobei die Intensitit in charakteristischer
Weise von der Anregungswellenlidnge abhéngt.

e Fluoreszenz ist spektral sehr breit und bewirkt einen grofen Teil der Grundlinie
eines resonant angeregten Ramanspektrums.

e Bei Substanzen mit mehreren fluoreszierenden Zentren kann sich auch die spektrale
Form der Fluoreszenz mit der Anregungswellenlénge veridndern.



Kapitel 4
Hauptkomponentenzerlegung

Werden zwei Substanzen gemischt, die unterschiedliche Ramanspektren besitzen und
nicht miteinander reagieren, so ergibt sich das Ramanspektrum der Mischung unter Ver-
nachldssigung von Reabsorption als Linearkombination geméf des Mischungsverhiltnis-
ses der beiden einzelnen Komponentenspektren. Wenn die Komponentenspektren der rei-
nen Substanzen unbekannt sind, aber dafiir mehrere Proben mit unterschiedlichen Mi-
schungsverhiltnissen derselben vorliegen, ist es durch Betrachtung, welche Banden sich
unabhingig voneinander verindern konnen zumindest ndherungsweise moglich, die Spek-
tren der einzelnen Reinsubstanzen und deren Anteil an der Mischung zu bestimmen. Dies
lisst sich analog auch auf mehrere Substanzen ausweiten®.

Dabei konnen allerdings nur solche Anteile in den Ramanspektren voneinander getrennt
werden, die sich wihrend der Messungen unabhiingig voneinander veridndern. Sind bei-
spielsweise zwei unterschiedliche Stoffe stets in gleicher Konzentration in den gemesse-
nen Proben vorhanden, so ldsst sich mit diesem Verfahren nur ein Spektrum bestimmen,
welches die Mischung dieser beiden Stoffe zeigt.

Analog zur Hauptachsentransformation in der linearen Algebra sind die Ramanspektren
die Vektoren, die Konzentration deren Linearfaktoren. Somit lassen sich hochstens so
viele Basisvektoren entsprechende Spektren von Einzelkomponenten bestimmen, wie un-
terschiedliche gemessene Spektren vorliegen.

Da allerdings die Messung von Ramanspektren stets mit Rauschen behaftet ist, konnen
Ramanspektren nur niherungsweise in Hauptkomponenten zerlegt werden. Fiir eine gute
Niherung ist es deshalb sinnvoll, sehr viel mehr unterschiedliche Mischungen zu vermes-
sen, als einzelne Komponenten gesucht werden sollen, um die Einfliisse des - zufilligen -
Rauschens ausmitteln zu kénnen.

®Die Hauptkomponentenzerlegung wird in** im Detail erliutert, die in diesem Kapitel verwendete
Schreibweise folgt jedoch der Dokumentation der verwendeten Implementierung “MCR-ALS command
line” http://www.mcrals.info/ (Letzter Zugriff am 26. Januar 2018)
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D=CST+E 4.1)

Matrix der experimentell gewonnenen Spektren

Vektor der Konzentrationen der einzelnen Komponenten
Transposition

Matrix der Spektren der Komponenten

MuwNAaOD

Matrix der nicht als Linearkombination der berechneten Komponentenspektren
darstellbaren spektralen Anteile, vor allem Rauschen und sporadisch auftretende
Artefakte

Kurz zusammengefasst wird also versucht, ndherungsweise einen Satz mit einer vorge-
gebenen Anzahl von Komponentenspektren zu finden, mit dem so viel wie moglich der
gemessenen Spektren (D) abgedeckt werden kann. Was nach Abzug der ermittelten Li-
nearkombination (C) der Komponentenspektren (S) von den Messergebnissen (D) iibrig
bleibt (E), sollte im Idealfall nur noch aus Rauschen bestehen.

Insbesondere die Zahl der Komponenten ist kritisch fiir das Gelingen der Niherungslo-
sung, allerdings lésst sich diese manuell bestimmen: Werden mehr Komponentenspektren
erwartet, als tatsdchlich unabhingige Komponenten ist den Proben vorhanden sind, so
werden auch einige der Komponentenspektren untereinander linear abhingig oder grof3-
tenteils identisch sein. Werden zu wenige Komponenten angepasst, so konnen die Messer-
gebnisse nicht durch den Satz von Komponentenspektren dargestellt werden und es bleibt
nach Abzug der ermittelten Linearkombinationen von den Messergebnissen mehr als nur
Rauschen {ibrig.

Verschiedene Ansitze fiir die algorithmische Bestimmung der Zahl der Komponenten
existieren in der Literatur®?, die aber in dieser Arbeit nicht verwendet worden sind, da
durch die Art der in dieser Arbeit beschriebenen Experimente bereits eine Abschidtzung
der Zahl der unabhéngigen Komponenten moglich gewesen ist und genug Rechenzeit zur
anschliefenden manuellen Bestimmung der optimalen Anzahl zur Verfiigung stand.

In dieser Arbeit wurde die von Roma Tauler und Anna de Juan als freie Software zur
Verfiigung gestellte Implementierung “MCR-ALS command line”® auf GNU Octave? ver-
wendet. Bei der Optimierung selbst konnen weitere Randbedingungen eingestellt werden;
da bei Ramanspektren und Konzentrationen physikalisch keine negativen Werte sinnvoll
sind, wurden ausschlieBlich positive Ergebnisse als Randbedingung erzwungen.

“Verfiigbar unter http://www.mcrals.info/ (Letzter Zugriff am 26. Januar 2018)
dVerfiigbar unter https://www.gnu.org/software/octave/ (Letzter Zugriff am 26. Januar 2018)
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Abbildung 4.1: Ein Beispiel fiir die Anwendung der Hauptkomponentenzerlegung. Es wurden (a)
zwei synthetische Ramanspektren “Vio” und “Zea” sowie (c¢) untereinander nicht linear abhéngige
Konzentrationsverlidufe vorgegeben. Diese wurden (e) miteinander multipliziert und mit Rauschen
versehen. Die aus (e) mit Hilfe der Hauptkomponentenzerlegung bestimmten Ramanspektren (b)
und Konzentrationsverldufe (d) sind in der rechten Spalte zu sehen, wobei (f) das Residuum dar-
stellt und nur aus Rauschen besteht. Zu beachten ist, dass die Spektren jeweils auf ihren hochsten
Punkt normiert sind, die dazu entsprechend skalierten Konzentrationen (d) aber nur qualitativ mit
dem vorgegebenen Konzentrationsverlauf (c) iibereinstimmen. Diese Unsicherheit sowie die de-
formierte Basis der Ramanlinien bei 1550 cm™! in (b) sind durch das Hinzufiigen des Rauschens
bedingt.






Kapitel 5

Experimenteller Aufbau fiir die
Ramanmessung

5

Abbildung 5.1: Optische Komponenten im Aufbau zur Messung von Resonanzkarten mit einem
durchstimmbaren optisch-parametrischen Oszillator (OPO). (1) Optisch-parametrischer Oszilla-
tor, (2) Linse zur Einkopplung in eine Glasfaser, (3) Biegehalterung mit Photodiode zur Bestim-
mung der Pulsenergien, (4) Ubergang zum Faserbiindel, (5) Probenende des Faserbiindels, (6) Ein-
kopplung ins Spektrometer mit einem Tiefpass-Kantenfilter zur Entfernung des Rayleighpeaks, (7)
Spektrometer, (8) Kamera.

Fiir die Messung der Resonanzkarten (Abb. 5.1 und 5.8c) wurde ein optisch-parametrischer
Oszillator (Abb. 5.8a, OPO, PG122/UV, EKSPLA uab, Vilnius, Litauen) verwendet, wel-
cher in den drei Wellenldngenbereichen 210 nm bis 354 nm (Signal, frequenzverdoppelt),
420 nm bis 709 nm (Signal) und 710 nm bis 2300 nm (Idler) frei durchstimmbar ist. Fiir
die hier gezeigten Versuche wurde jedoch nur der sichtbare Bereich von 440 nm bis 632
nm genutzt. Die abgegebenen Pulse haben eine Dauer von 4 ns und eine Wiederholra-
te von 10 Hz. Die Fasereinkopplung ist auf Grund des ungleichmifBigen Rechteckprofils
des Strahls schwierig. Dazu kommt, dass der Fokus der zum Einkoppeln verwendeten
Linse auf keinem Fall wie sonst iiblich innerhalb der Faser liegen darf, da ansonsten in-
folge eines Plasmadurchbruchs der Faserkern im Inneren der Faser beschiadigt wird. Da
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28 5. EXPERIMENTELLER AUFBAU FUR DIE RAMANMESSUNG

Abbildung 5.2: Anordnung zur Pulsenergiemessung. Mit der Stellschraube kann die Federspan-
nung und damit der Biegeradius eingestellt werden. Austretendes Licht wird mit einer Photodiode
gemessen.

die Pulsenergien des optisch-parametrischen Oszillators durch mehrere hintereinander-
geschaltete nichtlineare Effekte stark schwanken, wurde ein selbstgebauter Pulsenergie-
detektor eingesetzt (Abb. 5.2). Dieser besteht aus einem Stiick einer Quarzglasfaser mit
800 um Kerndurchmesser, dessen Mantel an einer 8 mm langen Stelle mit einem hei-
Ben Lotkolben aufgeschmolzen worden ist. Die Faser wird an der entmantelten Stelle
zwischen zwei feststehenden runden Elementen mit einer auf einer Schraube befestigen
Spannfeder so gebogen, dass je nach eingestelltem Biegeradius ein Teil des Lichtes aus-
tritt und auf eine Photodiode (S1336-18BQ, Hamamatsu Photonics K.K., Hamamatsu,
Japan) fillt®. Um das sehr schnelle elektrische Signal fiir die weitere Verarbeitung zeit-
lich zu strecken, wurde ein 100 nF Folienkondensator parallel zur Photodiode geschaltet.
Das elektrische Signal wurde nach Verstidrkung (Current-Amplifier DLPCA-100, FEMTO
Messtechnik GmbH, Berlin, Germany) digitalisiert (Abb. 5.9), iiber den gesamten Puls in-
tegriert und mit einem Laserleistungsmessgerit (ED-100AUV V5, Gentec Electro-Optics
Inc., Quebec, Kanada) kalibriert. Die Pulsenergien sind au3erdem stark wellenldngenab-
hiingig, wobei in dem verwendeten Wellenldngenbereich die 200 mJ Anregungsenergie
pro Spektrum typischerweise in weniger als einer Minute akkumuliert wurde.

Fiir Langzeitmessungen und Versuche, bei denen es auf die genaue Linienlagen ankommt
(Abb. 5.3, 5.4 und 5.8d), wurde ein frequenz- und energiestabilisierter Single-Mode-
Dauerstrichlaser mit 50 mW Ausgangsleistung bei 473 nm verwendet (Abb. 5.8b, Ex-
celsior 473, Spectra physics, Santa Clara, USA).

Samtliche Messungen wurden mit einem nach Maf gefertigten, salzwasserbestindigen

°Der mechanische Aufbau dafiir wurde von Merve Wollweber** und Ronald Krebs*’ im Rahmen ihrer
Dissertationen zur Optoakustik im Institut fiir Biophysik entwickelt .
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Abbildung 5.3: Optische Komponenten im Aufbau zur préazisen Langzeitmessung von Resonanz-
Ramanspektren mit einem Festfrequenzlaser. (1) Festfrequenzlaser, (5) Probenende des Faserbiin-
dels, (6) Einkopplung ins Spektrometer mit einem Tiefpass-Kantenfilter zur Entfernung des Ray-
leighpeaks, (7) Spektrometer, (8) Kamera.

Faserbiindel durchgefiihrt. Es besteht aus einer Quarzglasfaser mit 800 ym Kerndurch-
messer zur Anregung, welche kreisformig von 18 Quarzglasfasern mit 200 um Kern-
durchmesser umgeben ist, die auf der Spektrometerseite passend zum Eingangsspalt als
Linie angeordnet sind (Konstruktionszeichnung in Abb. A.1, CeramOptec GmbH, Bonn,
Deutschland).

Spektren wurden mit einem SR500 Spektrometer (Abb. 5.8e, Andor Technology Ltd, Bel-
fast, Nordirland) aufgenommen. Dieses besitzt einen manuell einstellbaren Eintrittsspalt,
welcher fiir das in vivo Spektrum menschlicher Haut (Abb. 6.9) auf 10 um, fiir die in
vivo Resonanzkarten (Kapitel 10) auf 100 um und fiir alle anderen Messungen in dieser
Dissertation auf 20 um eingestellt worden ist. Sieben Tiefpass-Kantenfilter bei 446 nm,
458 nm, 473 nm, 488 nm, 496 nm, 514 nm und 532 nm (Semrock Inc., Rochester, USA)
standen zur Verfiigung, von denen jeweils sechs gleichzeitig im Filterrad montiert wer-
den konnten. In Kombination mit einer elektrisch auf —60°C gekiihlten Kamera mit 16
Bit Dynamikbereich und 2048x512 Pixeln, zu 2048 Kanilen vereint (Abb. 5.8f, Newton
DU940P, Andor Technology Ltd, Belfast, Nordirland) wurden zwei unterschiedliche Git-
ter verwendet: Fiir die Abbildungen 11.5 und 11.6 wurde ein Gitter mit 2400 Linien/mm
(Blazing: 500 nm) verwendet, alle anderen Messungen in dieser Dissertation sind mit
einem 1200 Linien/mm Gitter (Blazing: 500 nm) entstanden. Die Auflosung variierte je
nach spektralem Bereich und Gitter, war jedoch stets besser als 1,1 cm~! pro Pixel. Ein-
schldge kosmischer Strahlung (siehe Abb. 5.5) wurden bereits wihrend der aus mehreren
Spektren akkumulierten Aufnahme durch Vergleich der einzelnen gemessenen Spektren
und entsprechender Interpolation entfernt.

Fiir die Offsetkalibration des Spektrometers wurden mit dem optisch-parametrischen Os-
zillator je nach Experiment die Ramanlinien von Bariumsulfat oder Ethanol (sieche Kap. 9)
verwendet. Bei Dauerstrichmessungen wurden Neonspektrallinien verwendet (Abb. 5.7).
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Abbildung 5.4: Eine geriihrte Kultur von Dunaliella salina im Erlenmeyerkolben. Zwischen Mag-
netrithrer und Glaskolben ist eine Plexiglasplatte zu sehen, in die acht Neonglimmlampen zur Wel-
lenldngenkalibration eingelassen sind (vgl. Abb. 5.6). Von oben ragt das fiir die Ramanmessung
verwendete Faserbiindel in die Kultur, woraus ein blauer Laserstrahl in die Kultur scheint. Das rote
Leuchten der Kultur ist in diesem Fall nicht die Chlorophyllfluoreszenz, sondern stammt von den
unterhalb des Kolbens leuchtenden Neonglimmlampen. Die Lichtquelle fiir die Stressbeleuchtung
(vgl. Abb. 5.8d) ist auf diesem Bild nicht vorhanden.

Um diese auch im laufenden Experiment ohne eine Anderung am mechanischen Aufbau
verfiigbar zu haben, wurden acht Neonglimmlampen in eine Plexiglasplatte eingefiigt,
welche anschlieend von einer Seite mit einem reflektierenden Aluminiumblech abge-
deckt wurde (Abb. 5.6).

Fiir die Messung der Pulsenergien und zur Steuerung der Langzeitexperimente wurde eine
Steuerplatine entwickelt (Abb. 5.9). Diese besteht aus einer Microcontroller-Experimen-
tierplatine (LM4F120 Stellaris Launchpad, Texas Instruments, Dallas, USA), zwei BNC-
Buchsen mit resistiven Spannungsteilern, einem Reed-Relais zum Schalten der fiir die
Wellenldngenkalibration verwendeten Neonglimmlampen, und einem Leistungs-Feldef-
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Abbildung 5.5: Rohdaten eines Ramanspektrums von Haematococcus pluvialis, angeregt mit 478
nm, welches zur Demonstration der kosmischen Einschlidge mit nur einer Belichtung des Kamera-
chips und ohne Akkumulation aufgenommen worden ist. Die sehr scharfen Peaks bei 490 nm, 509
nm und 521 nm sind die Folge von Einschlidgen kosmischer Strahlung in den Kamerachip. Diese
wurden fiir alle anderen in dieser Arbeit gezeigten Spektren schon wihrend der Aufnahme durch
Akkumulation und entsprechende Interpolation entfernt.

fekttransistor zum Schalten der Stressbeleuchtung. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde
der optimierende Forth-Compiler “Mecrisp-Stellaris” entwickelt, welcher auf verschie-
denen ARM-Cortex-Microcontrollern luft!. Die Programmiersprache Forth wurde 1971
von Charles Moore insbesondere zur Steuerung von Radioteleskopen entwickelt*0. Die
Sprache Forth ist durch ihre Interaktivitdt und Nidhe zur Hardware gut fiir die Steuerung
von Experimenten geeignet und wurde im Rahmen dieser Arbeit um Konstantenfaltung
und Registerallokation erweitert, um sie auch fiir digitale Signalverarbeitung in Echtzeit
nutzbar zu machen. Auf Basis von Mecrisp-Stellaris wurde schlieBlich die Software zur
Pulsenergiemessung sowie zur Steuerung der Stress- und Kalibrationslampen implemen-
tiert. Eine detaillierte Einfiihrung in Mecrisp-Stellaris wiirde den Rahmen dieser Arbeit
sprengen, deshalb soll an dieser Stelle auf das von mir geschriebene und 2015 erschiene-
ne “Sonderheft ARM”#” der Deutschen Forth-Gesellschaft verwiesen werden2. Weitere
Anwendungen ergaben sich an der Fachhochschule Wedel*3.

fVerfiigbar unter http://mecrisp.sourceforge.net/ (Letzter Zugriff am 26. Januar 2018)
&Verfiigbar im Archiv der Deutschen Forth-Gesellschaft unter http://forth-ev.de/ (Letzter Zugriff am 26.
Januar 2018)
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Abbildung 5.6: Zur Kalibration wurden acht Neonglimmlampen in eine Plexiglasplatte eingefiigt,
in die von der Riickseite Kanile gefridst worden sind. Eine Aluminiumplatte reflektiert das zur
Riickseite austretende Licht.
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Abbildung 5.7: Zur Kalibration der Wellenléngen verwendetes Spektrum einer Neonglimmlampe.
Im Gegensatz zu den hiufig verwendeten Quecksilberdampflampen besitzt Neon sehr viele Linien
im fiir Resonanz-Ramanspektroskopie an Carotinoiden wichtigen blaugriinen Bereich. Einige der
orangen Linien {ibersteuern den Kamerachip bei dieser Aufnahme.
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(a) Optisch-parametrischer Oszillator (b) Blauer Dauerstrichlaser

(c) Algenprobe in Kiivette (d) Langzeitmessung mit Stressbeleuchtung

PRS

(e) Spektrometer (f) Kamera
Abbildung 5.8: Mit einem optisch-parametrischen Oszillator (a) wurden Algenproben in Kiivet-
ten (c) fiir die Bestimmung von Resonanzkarten in verschiedenen Stresszustdnden angeregt (Kap.
10). Die Messungen zur Kinetik des Violaxanthinzyklus (Kap. 11) erfolgten mit einem blauen
Dauerstrichlaser (b) an geriihrten Kulturen (Abb. 5.4), wobei zusitzlich Stressbeleuchtung in Rot
(d) und Blau in die Kultur eingestrahlt werden konnte. Fiir die Aufnahme sédmtlicher Ramanspek-
tren wurden ein Spektrometer (e) und eine Kamera (f) verwendet.
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Abbildung 5.9: Zur Messung der eingestrahlten Pulsenergien sowie zur Steuerung von Stressbe-
leuchtung und Neonglimmlampen entwickelte Schaltung. (A) Signaleingénge via BNC-Buchsen,
(B) Resistive Spannungsteiler zur Anpassung der Messbereiche, (C) Microcontroller-Experimen-
tierplatine, (D) Leistungs-Feldeffekttransistor zum Schalten der Stressbeleuchtung, (E) Reed-

Relais zum Schalten der Neonglimmlampen



Kapitel 6

Grundlinienkorrektur®

6.1 Einleitung

Bei Ramanspektroskopie an biologischen Proben und bei Anregung mit sichtbarem Licht
tritt auch Fluoreszenz auf, welche zum Hintergrund eines typischen unbearbeiteten Ra-
manspektrums gehort (Abb. 6.9 und 11.1). Zur weiteren Auswertung ist eine Grundlinien-
korrektur unabdingbar, welche die gewiinschten Ramanlinien vom Hintergrund abtrennen
kann.

Verschiedene experimentelle Verfahren zielen darauf ab, den Hintergrund in den Raman-
spektren bereits im Experiment zu verringern. Es ist moglich, zwei Ramanspektren mit
nur geringfiigig unterschiedlichen Anregungswellenldngen aufzunehmen und eine Diffe-
renz der beiden Spektren zu bestimmen>2. Dieses Verfahren basiert auf der Annahme,
dass sich die exakte Form des breitbandigen Fluoreszenzhintergrundes nicht dndert, wih-
rend die Ramanstreuung der Verinderung der Anregungswellenlénge direkt folgt. Die ex-
perimentelle Schwierigkeit besteht darin, dass mindestens zwei verschiedene, dicht bei-
einander liegende Anregungswellenldngen benétigt werden, ein Kriterium, welches fiir
gewohnlich nur durchstimmbare Laser erfiillen. Das hintergrundfreie, grundlinienkorri-
gierte Spektrum kann anschlieBend mathematisch aus der Differenz der beiden Rohspek-
tren rekonstruiert werden. Die Annahme, dass sich der Hintergrund bei leicht verscho-
bener Anregungswellenldnge nicht dndert ist aber bei in vivo Messungen mit Vorsicht
zu sehen: Jedes individuelle Spektrum konnte einen anderen Hintergrund haben, welcher
sich in Abhéngigkeit von der akkumulierter Bestrahlung, der Zeit und der Anregungswel-
lenldnge dndert. Im Resonanzbereich schlieBlich kdnnen auch kleine Verdnderungen in
der Anregungswellenlinge groBe Intensititsschwankungen der Ramanlinien bewirken'?.

"Der Text und alle Bilder in diesem Kapitel wurden bereits vorab in dhnlicher Form unter dem Titel
“Iterative morphological and mollifier-based baseline correction for Raman spectra” im Journal of Raman
Spectroscopy publiziert*®.
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Ein Ausbleichen der Fluorophore® > mit sehr hohen Anregungsintensititen iiber eine

lange Zeit hinweg sollte bei biologischen Proben nicht zur Grundlinienkorrektur verwen-
det werden. Insbesondere das gleichzeitige, vollstindige Ausbleichen mehrerer Fluoro-
phore in lebenden Proben diirfte kaum gelingen. AuBlerdem ist es sehr wahrscheinlich,
dass solch eine starke Bestrahlung auch die gewiinschten Ramanlinien veréndert und das
weitere Verhalten der Probe beeinflusst.

Da die Wechselwirkungsdauer von Ramanstreuung und Fluoreszenz in unterschiedlichen
GroBenordnungen liegen®®, gibt es experimentelle Ansitze, die eine Trennung durch ge-
pulste Laser und duferst kurze Belichtungszeiten der Spektren bewirken®2’. Leider sind
dafiir hohe Pulsintensitdten zur Anregung und eine sehr teure apparative Ausstattung no-

tig.

Wegen all dieser experimentellen Schwierigkeiten liegt das Hauptaugenmerk hier auf ei-
ner mathematische Nachbearbeitung zur Grundlinienkorrektur. In dem Werk von Schulze
et al.’® liegt eine Zusammenstellung klassischer Grundlinienkorrekturalgorithmen und
ihrer jeweiligen Schwierigkeiten vor. Von Hand angewandte oder vom Menschen unter-
stiitzte Methoden lassen sich verstdndlicherweise nicht zur Bearbeitung einer sehr grof3en
Anzahl von Ramanspektren verwenden - ebenso leidet die Vergleichbarkeit von Spek-
tren, die von unterschiedlichen Menschen bearbeitet worden sind. Einige Algorithmen
wie kiinstliche neuronale Netze oder Polynomanpassung versuchen ein mathematisches
Modell des Hintergrundes an die Daten anzupassen, doch da generell nur wenig im Vor-
aus Uber die eventuell unregelméBige Form des experimentellen Fluoreszenzhintergrun-
des bekannt ist, sind Algorithmen vorzuziehen, die ohne ein Modell auskommen. Auch
das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis kann groen Schwankungen unterworfen sein, so dass
statistische Verfahren auf Basis des Rauschens nicht immer angewandt werden konnen.
Algorithmen auf Basis der Ableitung des Spektrums benotigen einen manuell exakt ein-
gestellten Schwellenwert, um Ramanpeaks erkennen zu kénnen, was besonders bei sehr
geringem Rauschabstand problematisch ist. Um schwere Artefakte zu vermeiden, benoti-
gen Grundlinienkorrekturalgorithmen auf Basis der Fouriertransformation gut angepasste
Filterparameter, welche nur schwer zu bestimmen sind, wenn iiber das gewiinschte Signal
nur sehr wenig bekannt ist.

In der vorliegenden Arbeit an Algen sind Ramanspektren entstanden, die aufgrund der
geringen Konzentration an ramanaktiven Molekiilen in lebendigen Zellen nur ein sehr ge-
ringes Signal-zu-Rausch-Verhiltnis aufweisen und mit einem sehr starken, unregelmiBig
geformten Fluoreszenzhintergrund belastet sind. Vor allem die variable Form des Fluo-
reszenzhintergrundes stellt die klassischen Grundlinienkorrekturalgorithmen vor Heraus-
forderungen. Insbesondere bei quantitativen Studien an vielen noch unbekannten Proben
miissen auch unerwartete, schwache Linien auf jeden Fall bei der Grundlinienkorrektur
erhalten bleiben und anschlieBend vergleichbar sein.

Iterative polynomanpassende Grundlinienkorrekturen wie die in’® und®® beschriebenen
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Algorithmen stellen sicher, dass im Spektrum vorhandene Ramansignale unter allen Um-
standen erhalten bleiben und sind eine gute Wahl, wenn die Daten anschliefend von einem
Menschen gesichtet werden sollen. Da sie jedoch kompliziert geformte Fluoreszenzhin-
tergriinde nicht immer vollstindig anpassen und entfernen konnen, werden rein rechneri-
sche Vergleiche in einem groBen Datensatz erschwert. Viele weitere Grundlinienkorrek-
turalgorithmen auf Basis der Polynomanpassung existieren, zum Beispiel mit variabler
Ordnung des verwendeten Polynoms®!. Algorithmen, deren Basis das Erkennen®? oder
Entfernen von Peaks®? ist, benétigen prinzipbedingt ein klares Kriterium fiir die Form der
Peaks oder erfordern entsprechende statistische Eigenschaften der Daten, welche nicht in
jedem Fall gegeben sind (vgl. Abb. 6.8b). Dariiber hinaus wurden Algorithmen vorge-
schlagen, die auf anspruchsvoller Mathematik wie der Wavelettransformation beruhen®*,
deren Funktionsweise jedoch nicht sonderlich anschaulich ist. Gerade fiir die praktische
Anwendung an unbekannten Daten ist es wesentlich, dass der Experimentator eine Vor-
stellung von der Funktionsweise des Grundlinienkorrekturalgorithmus besitzt, um mogli-
che auftretende Artefakte erkennen und einschétzen zu konnen.

Eine interessante neue Herangehensweise stellt die Anwendung von morphologischen
Operatoren65 zur Grundlinienkorrektur dar, welche Signale anhand der Breite ihrer Struk-
turen unterscheiden. Damit werden die freien Parameter dieser morphologischen Opera-
toren vor allem durch die Abbildungsfunktion des Spektrometers, die natiirliche Linien-
breite und das Ineinanderlaufen benachbarter Ramanlinien gegeben. Perez-Pueyo et al.®
beschreiben auflerdem einen Algorithmus zur automatischen Bestimmung der Struktur-
breite, welche der breitesten vorkommenden Linie oder Kombination ineinandergelaufe-
ner Linien entspricht. Dieser Algorithmus erlaubt eine vollstindig automatische Grund-
linienkorrektur, falls die Erkennung der Strukturbreite korrekt funktioniert. Gemif3 ihrer
mathematischen Definition erhilt die rein morphologische Grundlinienkorrektur zwar die
Linienpositionen prézise, sie kann jedoch die Form der Flanken der Ramanlinien verén-
dern, was fiir eine spitere Hauptkomponentenzerlegung problematisch ist.

Der in diesem Kapitel beschriebene Algorithmus wurde von den Arbeiten von Bukvic et
al.%0 und Perez-Pueyo et al.% inspiriert. Der erste Ansatz® beschreibt einen Algorith-
mus zur Erkennung der Grundlinie in dem besonderen Fall, dass die allermeisten Punk-
te im Spektrum eine direkt mathematisch modellierbare Grundlinie darstellen, wihrend
nur wenige Punkte zu scharfen Ramanlinien gehoren. Er basiert auf der Berechnung von
Histogrammen und erkennt die Lage der Grundlinie anhand der Normalverteilung der
Rauschamplitude. Zu seinen Stéirken zdhlen Einfachheit, die Moglichkeit, die Lage von
Ramanlinien automatisch zu erkennen sowie die Bestimmung eines Fehlerbereiches fiir
die Grundlinie. Er scheitert jedoch, falls die Form der Grundlinie nicht mit einer vorab
bekannten mathematischen Funktion angenihert werden kann oder falls anteilsméBig vie-
le Punkte im Spektrum zu den Ramanlinien gehoren. Damit ist dieser Algorithmus nicht
fiir die im Rahmen dieser Arbeit gemessenen in vivo Ramanspektren geeignet, dennoch
veranschaulicht er gut, dass das Rauschen der Fluoreszenz in einer Grundlinienkorrektur
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beriicksichtigt werden sollte.

Der zweite Ansatz® basiert auf der alleinigen Anwendung morphologischer Operatoren
und bietet die Moglichkeit einer vollstindigen Automatisierung, fiihrt aber nicht zu einer
stetig differenzierbaren Grundlinie und zeigt Schwéchen bei der Erkennung der Struktur-
breite, falls die Breite ineinandergelaufener Ramanlinien niherungsweise in den Bereich
der Strukturbreite des Hintergrundes kommt. Aus diesem Grund wurde zur Grundlinien-
korrektur der in dieser Arbeit gemessenen Ramanspektren ein morphologischer Operator
mit der Anwendung einer Glittung kombiniert*?, wobei die Strukturbreite vom Experi-
mentator vorgegeben wird.

Weitere Gemeinsamkeiten hat der hier beschriebene Algorithmus mit der in® vorgeschla-
genen Herangehensweise, welche auf der iterativen Anwendung eines Savitzky-Golay-
Filters basiert, dessen Effekt Ahnlichkeiten mit der hier verwendeten Faltung mit einem
Gliattungskern besitzt. Damit enden jedoch die Gemeinsamkeiten, da der in®3 beschriebe-
ne Algorithmus zuvor die Ramanlinien aus den Spektren entfernt und die Strukturbreite
fiir den Savitzky-Golay-Filter automatisch variiert. Im Gegensatz dazu verwendet der hier
beschriebene morphologische Algorithmus eine fest vorgegebene Strukturbreite, so dass
samtliche Spektren auf vergleichbare Art und Weise behandelt werden und der Erfolg der
Grundlinienkorrektur nicht von der Form der Grundlinie oder dem tatsichlichen Vorhan-
densein von Ramanlinien abhéngt.

6.2 Iterative morphologische Grundlinienkorrektur

Als Vorbereitung zur Grundlinienkorrektur sind defekte Pixel der fiir die Aufnahme der
Spektren verwendeten Kamera zu entfernen, ebenso die spektrale Kante des verwendeten
Tiefpass-Kantenfilters. Infolge der durch die zum Entfernen des Rauschens vorab verwen-
deten Glattung konnten diese scharf begrenzten, intensiven Artefakte sonst die Grundlinie
der Messwerte in ihrer direkten Umgebung verzerren. Da die Positionen defekter Pixel
und Filterkanten durch den ramanspektroskopischen Aufbau selbst gegeben sind, konnen
sie meist ohne weiteres automatisch entfernt werden.

Die Strukturbreite, welche zum Trennen der Ramanlinien von der Form der Grundlinie
verwendet wird, sollte etwas grofer gewdihlt werden als die breiteste im Spektrum vor-
kommende Ramanlinie, wobei von FuBBpunkt zu FuBpunkt in Pixeln gezihlt wird. Sehr
breite Linien entstehen zum Beispiel durch mehrere, dich beieinander liegende Raman-
linien, die auf Grund ihrer Linienbreite oder der gewéhlten Spaltbreite nicht aufgelost
werden konnen.

Da Ramanspektren typischerweise durch die Art der Aufnahme als Liste diskret abge-
tasteter Punkte vorliegen, wurden zur Vereinfachung der Algorithmen Pixel anstelle von
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Wellenzahlen als Berechnungsgrundlage verwendet. Der Zusammenhang zwischen Wel-
lenzahlen und Pixeln ist bei auf Wellenldngen kalibrierten Spektrometern nicht linear,
dndert sich aber typischerweise nur wenig innerhalb des Bereich eines Spektrums von
hochstens etwa 3000 cm~!. Mit dem hier verwendeten Spektrometer, einem 1200 Lini-
en/mm Gitter und Anregung bei 473 nm ergeben sich beispielsweise 0,97 cm~! pro Pixel
bei 0 cm™! und 0,71 cm™! pro Pixel bei 3000 cm~!. AuBerdem kann die Strukturbreite
passend fiir die breiteste Ramanlinie in dem Bereich mit der besten Auflosung gewéhlt
werden. Sollte die Messung eines sehr grolen spektralen Bereiches in Kombination mit
sehr schmalen Linien es notwendig machen, kann aber auch eine von den Wellenzahlen
abhingige Strukturbreite eingefiihrt werden.

Fiir die Grundlinienkorrektur wird ein iterativer Ansatz verwendet, wobei in jedem Schritt
eine morphologische Operation in Kombination mit Glittung angewendet wird. Die Glit-
tung wird fiir zwei unterschiedliche Zwecke verwendet: Zunichst wird das Rauschen re-
duziert, anschliefend wird die morphologisch bestimmte Grundlinie geglittet. In beiden
Féllen werden die spektralen Intensitdtsdaten I[x] zur Pixelnummer x mit einem Glét-
tungskern

exp (ﬁ) bei |x] < 1

0 sonst.

m(x) = (6.1)

gefaltet

n_ Ik x—k
Tytan¥) = Zkzl',z_[l Lj (mi)w ) (6:2)

wobei k iiber alle Pixel n des Datensatzes lduft und w die Strukturbreite des Glittungs-

kernes angibt.

Zunichst wird diese Glittung auf die Rohdaten angewendet, um das Rauschen zu ver-
ringern. Hierzu sollte w fiir das Rauschen des Spektrometers passend gewéhlt werden,
typischerweise in der Groenordnung einiger Pixel. An den Grenzen des Spektrums lduft
der Glittungskern teilweise ins Leere und muss dann renormalisiert werden, was im Nen-
ner geschieht.

Anschlieend wird eine Vorab-Grundlinie mit Hilfe einer morphologischen Operation be-
stimmt, indem jeweils die kleinste Intensitit innerhalb der Strukturbreite aus dem vom
Rauschen befreiten Datensatz gewihlt wird. Somit bestimmt der Pixel mit der geringsten
Intensitit innerhalb der halben Strukturbreite nach Rechts oder der halben Strukturbrei-
te nach Links die Intensitéit des Pixels in der morphologischen Vorab-Grundlinie. Dies
lasst sich mit einer waagerecht von unten in den Datensatz gedriickten Gerade veran-
schaulichen, deren Lidnge der Strukturbreite entspricht. Somit kann die morphologische
Vorab-Grundlinie niemals oberhalb des Datensatzes liegen und dringt bei einer passend
gewdhlten Strukturbreite auch nicht in Ramanlinien ein, was in Abb. 6.1 veranschaulicht
wird.
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Abbildung 6.1: In jedem Iterationsschritt wird die morphologische Vorab-Grundlinie bestimmt,
in dem die kleinste Intensitiit innerhalb der Strukturbreite (hier 180 Pixel) gewihlt wird. Eine
Glittung der morphologischen Vorab-Grundlinie ergibt eine Niherung der echten Grundlinie, die
anschlieBend abgezogen wird. Das Spektrum ist von Probe (1) (vgl. Abb. 6.4).

Die rauhe und Spriinge enthaltene morphologische Vorab-Grundlinie wird anschlie3end
noch einmal geglittet, wobei der bereits beschriebene Glittungskern mit w gleich der
gewihlten Strukturbreite zum Einsatz kommt. Dies ergibt eine Niherung an die echte
Grundlinie, deren Intensitit in den meisten Fillen kleiner oder gleich der gemessenen
Intensitéten ist und welche die enthaltenen Ramanlinien nicht beeinflusst.

SchlieBlich wird die Differenz der rauschbehafteten Originaldaten und der geglitteten
Néherung der Grundlinie (vgl. Abb. 6.1) bestimmt, um die Form des Rauschens original-
getreu beizubehalten.

Der gesamte Algorithmus wird mit der Differenz anstelle der Originaldaten iteriert und
liefert im letzten Iterationsschritt die endgiiltige Grundlinie bzw. das fertig grundlinien-
korrigierte Spektrum. In Abb. 6.2 sind die ersten fiinf Iterationsschritte der Grundlinien-
korrektur zu sehen.

Fiir eine iibersichtliche Veranschaulichung der einzelnen Bearbeitungsschritte gibt es das
Flussdiagramm in Abb. 6.3. Meine Implementierung dieses Algorithmus in Pascal sowie
eine weitere, von Christian Suhr geschriebene Implementierung fiir Octave oder Matlab
wurden als freie Software veroffentlicht'.

iVerfiigbar unter http://ramanbaseline.sourceforge.net/ (Letzter Zugriff am 26. Januar 2018)
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Abbildung 6.2: Konvergenz der ersten fiinf Iterationsschritte. Die Originaldaten sind in Abb. 6.1
zu sehen.

6.3 Referenzmessungen zur Demonstration

Um den soeben beschriebenen Algorithmus unter kontrollierten Bedingungen zu erpro-
ben und mit anderen Algorithmen zur Grundlinienkorrektur vergleichen zu konnen, wur-
den vier Referenzproben' aus Ethanol (Carl Roth > 99, 8%), B-Carotin (Sigma-Aldrich
> 97,0%) und unterschiedlichen Mengen stark fluoreszierender roter Tinte (Lamy), die
dem Absorptionsspektrum nach vermutlich Eosin enthilt, angesetzt, indem jeweils 30 ug
B-Carotin in 3 ml Ethanol geldst und unterschiedliche Mengen an Tinte hinzugegeben
wurden: Probe (1) enthilt keine Tinte, Probe (2) 0,4 ul Tinte, Probe (3) 1,6 ul Tinte und
Probe (4) 8,0 ul Tinte.

Die Ramanspektren wurden mit dem 473 nm Dauerstrichlaser und dem 1200 Linien/mm
Gitter bei 20 um Spaltbreite mit jeweils insgesamt 5 s Belichtungszeit aufgenommen.

Der gesamte spektrale Bereich der Rohdaten von 592 cm™! bis 2161 cm™! wurde fiir die
Berechnungen verwendet, da die Ergebnisse von Grundlinienkorrekturalgorithmen auch
von dem zur Verfiigung stehenden spektralen Bereich abhingen. Gezeigt wird hier je-
doch der Anschaulichkeit halber nur der Bereich von 800 cm™! bis 1900 cm~! (Abb.
6.4), da auBerhalb dieses Bereiches keine Ramanlinien erkennbar waren. Die Stirke der
Fluoreszenz steigt von Probe (1) bis Probe (4) mit zunehmender Tintenkonzentration in

iVielen Dank an Christian Suhr fiir das Ansetzen der vier Referenzproben.
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Abbildung 6.3: Flussdiagramm zur Veranschaulichung der einzelnen Bearbeitungsschritte wih-
rend der Grundlinienkorrektur.

der B-Carotinlosung. Die beiden stérksten Ramanlinien von 3-Carotin bei 1158 cm~! und
1527 cm™! sind in dem Spektrum von Probe (1) gut zu erkennen, wenngleich sie auf
Grund der Skalierung der Abb. 6.4 schwach wirken. Mit zunehmendem Fluoreszenzhin-
tergrund werden sie schwerer zu erkennen.
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Abbildung 6.4: Unbearbeitete Ramanspektren von vier Proben einer (3-Carotinldsung mit unter-
schiedlichen Mengen an roter, stark fluoreszierender Tinte zur Erprobung des neuen Grundlinien-
korrekturalgorithmus.

6.4 Korrigierte Spektren

Alle vier Ramanspektren der mit unterschiedlichen Mengen von fluoreszierender Tinte
versetzten 3-Carotinldsung in Ethanol (Abb. 6.4) wurden mit dem neu entwickelten Al-
gorithmus grundlinienkorrigiert (Abb. 6.5). Passend zum Rauschen der Rohdaten wurde
die Breite der Rauschglittung auf 6 Pixel gesetzt. Die Strukturbreite wurde anhand der
breitesten in den Daten vorkommenden Ramanlinie, derjenigen bei 1158 cm~ !, auf 180
Pixel gesetzt. StandardméBig wurden fiinf Iterationsschritte verwendet, was im nédchsten
Abschnitt noch niher erldutert wird.

Beim Vergleich des gemessenen und des grundlinienkorrigierten Spektrums der tintenlo-
sen Probe (1) wurden sowohl die Intensititen als auch die Linienlagen korrekt wieder-
gegeben. Ein Vergleich dieses Ramanspektrums von (3-Carotin mit den grundlinienkorri-
gierten Spektren der Proben (2), (3) und (4) zeigt, dass die Linienlagen erhalten bleiben,
die beobachtete Intensitit der Ramanlinien aber trotz gleicher Menge von 3-Carotin mit
steigender Tintenkonzentration abnimmt. Dies kommt daher, dass der Anregungsstrahl
von der Tinte absorbiert wird und so im Vergleich zu der tintenlosen Probe ein kleineres
Volumen bestrahlt wird. Ebenso werden auch die Ramanlinien selbst von der Tinte reab-
sorbiert. Deshalb kann nicht von einer einfachen Superposition der Signale ausgegangen
werden, wenn [3-Carotin mit fluoreszierender Tinte gemischt wird. Dariiber hinaus fiihrt
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Abbildung 6.5: Die Ramanspektren aus Abb. 6.4 nach Anwendung der hier beschriebenen mor-
phologischen Grundlinienkorrektur mit jeweils fiinf Iterationsschritten. Das nach unten verscho-
bene Rohspektrum der tintenlosen Probe (1) wurde hier zum Vergleich mit eingezeichnet (rot).
In allen Spektren sind die Ramanlinien von [3-Carotin zu erkennen. Die Signale bei 1400 cm™!
und oberhalb von 1600 cm~! sind nicht niher identifizierte Komponenten der verwendeten roten

Tinte.

die starke Fluoreszenz zu einem erhohten Rauschen. Insbesondere Probe (4) hat ein sehr
geringes Signal-zu-Rausch-Verhiltnis, dennoch konnen die beiden stirksten Ramanlini-
en von B-Carotin bei 1158 cm~! und 1527 cm~! nach der Grundlinienkorrektur erkannt
werden. Ein derart verrauschtes Spektrum wiirde normalerweise verworfen werden; die
Moglichkeit, auch solche Daten erfolgreich bearbeiten zu konnen spielt jedoch eine wich-
tige Rolle bei der Bestimmung von absoluten Konzentrationen im Laufe einer Reaktion
oder bei der Suche nach geringfiigigen Verunreinigungen mit bereits bekannten Substan-
zen.

6.5 Bestimmung der notigen Anzahl von Iterationsschrit-
ten

Fiir die erfolgreiche Anwendung eines iterativen Algorithmus muss die optimale Anzahl
von Iterationsschritten bestimmt werden. Da jeder Iterationsschritt Rechenzeit kostet,
ist eine kleine Anzahl von Iterationsschritten wiinschenswert. Dariiber hinaus hat jede
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Abbildung 6.6: Relative Flichendnderung jeweils zwei aufeinanderfolgender Iterationsschritte in
Bezug auf die Flidche unter dem urspriinglichen Spektrum aufgetragen gegen die Zahl der Iterati-
onsschritte bei Anwendung der Grundlinienkorrektur auf die tintenlose Probe mit nur schwacher
Fluoreszenz (1) und auf die stark fluoreszierende Probe (4).

Art der mehrmals iterativ angewandten Glittung die Eigenschaft, Datenwerte Schritt fiir
Schritt iiber das gesamte Spektrum zu “verschmieren”, so dass keine Konvergenz oder sta-
tionire Losung zu erwarten ist. Dieses Problem wird auch bei Schulze et al.5% angespro-
chen, worin ein Savitzky-Golay-Filter zur Anwendung kommt. Bei einer groen Anzahl
von Iterationsschritten ist also auf Grund der Eigenschaften der Glittung mit dem Auf-
treten von Artefakten zu rechnen, ganz im Gegensatz zu einer einfachen polynomanpas-
senden Grundlinienkorrektur, welche bei geeigneten Randbedingungen konvergiert und
numerisch stabil ist.

Die ersten fiinf Iterationsschritte an Probe (1) sind in Abb. 6.2 aufgetragen und veran-
schaulichen bereits, dass fiinf Iterationsschritte ausreichen sollten. Um diese Vermutung
zu belegen, zeigt Abb. 6.6 die relative Flichenidnderung zwischen je zwei aufeinanderfol-
genden Iterationschritten an den beiden Proben (1) und (4). Die Flachendnderung sinkt
rascher bei der tintenlosen Probe (1) als bei der stark fluoreszierenden Probe (4), jedoch
erreichen beide Spektren relative Flichendnderungen von unter 5% per Iterationsschritt
nach bereits fiinf Iterationsschritten, die deshalb als Standardwert gewihlt werden und
Rechenzeiten von unter einer Sekunde pro Spektrum ermdéglichen.

Fiir besondere Fille kann die optimale Anzahl von Iterationsschritten experimentell er-
mittelt werden, indem die Zahl der Iterationsschritte so lange erhoht wird, bis sich die
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grundlinienkorrigierten Spektren im Rahmen der gewiinschten Genauigkeit nicht mehr
verdndern. Dennoch sollte die Zahl der Iterationsschritte in der gleichen Gréenordnung
wie der empfohlene Standardwert von fiinf Durchldufen bleiben, um das Auftreten von
Artefakten zu vermeiden.

6.6 Mogliche Artefakte des beschriebenen Algorithmus

Wird die Strukturbreite zu gering gewihlt, werden Teile der Linien in dem zu bearbeiten-
den Ramanspektrum félschlicherweise als zur Grundlinie gehorig erkannt und entfernt.
Liegen die einzelnen Linien separat, kann dies leicht vermieden werden. Liegen jedoch
mehrere Linien im Spektrum so nahe beieinander, dass sie an der Basis ineinanderlaufen,
so muss die Strukturbreite mit Bedacht passend gewihlt werden. Ebenso wird keine gute
Grundlinienkorrektur erreicht, wenn die Strukturbreite so gro3 gewdihlt wird, dass die Su-
che nach den Minimalwerten nicht mehr dem Verlauf der tatsdchlichen Grundlinie folgen
kann. Die optimale Einstellung fiir die Strukturbreite, welche die schmalsten Formen der
Grundlinie von den breitesten ineinandergelaufenen Ramanlinien trennen kann, hdangt von
den jeweiligen experimentellen Bedingungen ab und wird mafgeblich von der Auflésung,
der Spaltbreite und der auftretenden natiirlichen Linienbreite der gemessenen Substanzen
beeinflusst. Anschaulich betrachtet sollte die Strukturbreite fiir die Grundlinienkorrek-
tur etwas groBBer gewdhlt werden als der Fulpunkt-zu-FuBBpunkt-Abstand der breitesten
ineinandergelaufenen Ansammlung von Ramanlinien. Die eigene Erfahrung zeigt, dass
die einmal fiir einen festgelegten experimentellen Aufbau bestimmten typischen Einstel-
lungen der Grundlinienkorrektur fiir viele verschiedene Proben unverédndert iibernommen
werden konnen.

Dariiber hinaus konnen sehr steile Flanken ohne Ramanlinien an den Enden des Spek-
trums durch die Grundlinienkorrektur in intensive Peaks verwandelt werden (hier nicht
gezeigt). Dies kommt daher, dass der Algorithmus nicht unterscheiden kann, ob es sich
dabei um einen Peak genau am Ende des Spektrums handelt oder um eine steil ansteigen-
de Flanke der Grundlinie selbst. Prinzipiell kann der Algorithmus keine Kriimmungen
bearbeiten, die weniger als die Hilfte der gewihlten Strukturbreite von den Enden des
Spektrums entfernt sind.

Da die relative Flicheninderung bei einer zunehmenden Zahl von Iterationsschritten nicht
gegen Null konvergiert, ist das Auftreten rechnerischer Artefakte zu erwarten. Obwohl
manchmal die Spektren stark fluoreszierender Proben nicht ndher identifizierbare Formen
wie jene um 1400 cm ™! und oberhalb von 1600 cm™! in Abb. 6.5 enthalten, konnen der-
artige Signale auch als Artefakte kiinstlich entstehen, falls die Zahl der Iterationsschritte
sehr groff gewihlt wird. Um dies zu veranschaulichen zeigt Abb. 6.7 den Effekt sehr
grofler Anzahlen von Iterationsschritten, welcher durch zu grof3 gewihlte Strukturbreiten
noch zusitzlich verstirkt wird.
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Abbildung 6.7: Artefakte, die bei einer wachsenden Anzahl von Iterationsschritten bei der Grund-
linienkorrektur an Probe (4) auftreten. In Abb. 6.5 ist das Ergebnis der Grundlinienkorrektur bei
passend gewdhlten Einstellungen zu sehen.

Insbesondere wachsen die spektralen Formen um 1100 cm™!, 1400 cm~! und 1700 cm™!
kiinstlich mit einer zunehmenden Zahl von Iterationsschritten. Dies geschieht, wenn die
gewdhlte Strukturbreite zwar grofl gewihlt wurde, es aber eine Form im Spektrum gibt,
die noch geringfiigig breiter ist. In diesem Fall wird die Suche nach den Minimalwerten
bei der Bestimmung der morphologischen Vorab-Grundlinie mittig in jene Form eindrin-
gen, so dass nach der Glittung die Werte in einer Art verschmieren, dass die geglitte-
te Grundlinie an den Kanten der Form eine etwas hohere Intensitét besitzt als die ur-
spriinglichen Daten fiir diesen Iterationsschritt selbst. Bei der Differenzbildung entstehen
so Bereiche mit negativen Werten, die schlieBlich die Artefakte wachsen lassen, wenn
die Differenzkurve von den Daten abgezogen wird. Pro Iterationsschritt kommen so nur
winzige Flidchen hinzu, die sich allerdings bei einer gro3en Zahl von Iterationsschritten
aufsummieren und das resultierende Spektrum unbrauchbar machen kénnen.

6.7 Vergleich mit anderen Grundlinienkorrekturalgorith-
men

Um die Niitzlichkeit des neuen morphologischen Algorithmus zu demonstrieren, wurden
auf die Referenzproben drei weitere Grundlinienkorrekturalgorithmen aus der Literatur
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angewandt, fiir die Implementierungen verfiigbar waren: Die iterative polynomanpassen-
de Grundlinienkorrektur>® sowie eine insbesondere fiir die Fluoreszenz von Gewebe mo-
difizierte Variante davon® sind als Teil der “Biodata toolbox”%” verfiigbar. Eine Imple-

63 wurde freundlicher-

mentierung des automatischen Grundlinienkorrekturalgorithmus
weise von den Autoren zur Verfiigung gestellt. Die beiden polynomanpassenden Grund-
linienkorrekturen wurden mit einem Polynom der siebten Ordnung verwendet, der auto-
matische Algorithmus ohne weitere Einstellungen und der hier beschriebene, morphologi-
sche Grundlinienkorrekturalgorithmus mit den Standardeinstellungen einer Rauschbreite
von 6 Pixeln, fiinf Iterationsschritten und einer manuell gewéhlten Strukturbreite von 180
Pixeln. Die polynomanpassenden Grundlinienkorrekturen wurden zuvor auch mit Poly-
nomen dritter bis neunter Ordnung erprobt, wobei sich die Qualitdt der Anpassung mit
der Ordnung von drei bis sieben verbesserte. Ab achter Ordnung trat Uberschwingen auf,

weswegen fiir diesen Vergleich Polynome siebter Ordnung gewéhlt wurden.

Das Spektrum der tintenlosen Probe (1) (Abb. 6.8a) konnte sowohl von dem hier be-
schriebenen morphologischen Algorithmus als auch von den beiden polynomanpassen-
den Grundlinienkorrekturen gut bearbeitet werden. Schwierigkeiten traten nur bei der au-
tomatischen Grundlinienkorrektur auf, welche die Peaks bei 900 cm—!, 1050 cm~! und
1280 cm~! komplett entfernt und ein Plateau bei 1850 cm™! eingefiigt hat, welches in
den Rohdaten so nicht vorhanden ist.

Bei der 0,4 ul Tinte enthaltenden Probe (2) (Abb. 6.8b) beginnen beide polynomanpassen-
den Grundlinienkorrekturen einen leicht schlingelnden Verlauf zu zeigen, was auf die un-
regelméfBige Form des Fluoreszenzhintergrundes zuriickzufiihren ist, welcher nicht voll-
stindig mit einem Polynom siebter Ordnung angenihert werden kann. Polynome achter
und neunter Ordnung wurden erprobt, zeigten aber durch Uberschwingen noch schlech-
tere Ergebnisse. Die automatische Grundlinienkorrektur entfernt weiterhin die Signale
bei 900 cm ™!, 1050 cm~! und 1280 cm~! und verwandelt zusitzlich die beiden starken
Ramanlinien von (3-Carotin bei 1158 cm™! und 1527 cm™~! in jeweils vier kleine, separa-
te Peaks. Der hier beschriebene morphologische Algorithmus fiihrt zu einer fast flachen
Grundlinie, wobei alle vorhandenen Signale erhalten bleiben. Alle Algorithmen zeigen
ein buckelformiges Artefakt bei 1700 cm~ !, Wie bereits diskutiert, ist die Intensitiit der
Ramanlinien kleiner als bei Probe (1).

Bei der 1,6 ul Tinte enthaltenden Probe (3) (Abb. 6.8c) gibt die automatische Grundlini-
enkorrektur gar keine der tatsidchlich vorhandenen Ramanlinien mehr wieder. Die polyno-
manpassenden Grundlinienkorrekturen erhalten die vorhandenen Signale auf einer immer
mehr schlingelnden Grundlinie, wobei die modifizierte polynomanpassende Grundlini-
enkorrektur ein etwas besseres Ergebnis erzielt. Der hier beschriebene morphologische
Algorithmus erreicht immer noch eine nidherungsweise flache Grundlinie, auf der samtli-
che Signale enthalten sind. Oberhalb von 1700 cm~! nehmen die Artefakte fiir alle Algo-
rithmen zu.
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Abbildung 6.8: Vergleich vier verschiedener Grundlinienkorrekturalgorithmen. Das unbearbeite-
te, nach unten verschobene Spektrum der tintenlosen Probe 1 wurde in Rot als Referenz fiir das Ra-
manspektrum von 3-Carotin mit eingefiigt. Zu sehen sind die Ergebnisse der polynomanpassenden
Grundlinienkorrektur>® (griin), der modifizierten polynomanpassenden Grundlinienkorrektur®
(blau), der automatischen Grundlinienkorrektur® (violett) sowie der hier beschriebenen morpho-
logischen Grundlinienkorrektur (schwarz).

Bei der sehr stark fluoreszierenden Probe (4) mit 8,0 ul Tinte (Abb. 6.8d) bleiben auf
Grund der starken Absorption der Tinte nur noch sehr schwache Ramanlinien iibrig. Die
automatische Grundlinienkorrektur zeigt keine Ramanlinien, dafiir wird ein scharfes Ar-
tefakt bei 1820 cm~! wiedergegeben. Beide polynomanpassenden Grundlinienkorrektur-
algorithmen ergeben eine dhnliche Form und erhalten alle Signale, wobei die modifizierte
polynomanpassende Grundlinienkorrektur wiederum ein etwas besseres Ergebnis erzielt.
Der hier beschriebene morphologische Algorithmus erreicht immer noch eine annidhernd
flache Grundlinie und erhilt alle Signale, obwohl ein Spektrum mit so niedrigem Signal-
zu-Rauschverhiltnis in den meisten Féllen verworfen werden wiirde.
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Abbildung 6.9: Vergleich der Ergebnisse dreier Grundlinienkorrekturalgorithmen an einem
Carotinoid-Ramanspektrum eines menschlichen Fingers. Die gemessenen Rohdaten abziiglich ei-
nes Intensititsoffsets sind zu Vergleichszwecken in Rot eingezeichnet. Das Ergebnis der polynom-
anpassenden Grundlinienkorrektur>® ist in Griin dargestellt, der modifizierten polynomanpassen-
den Grundlinienkorrektur®® in Blau sowie der hier beschriebenen morphologischen Grundlinien-
korrektur in Violett.

6.8 Anwendung der Grundlinienkorrektur auf in vivo Ra-
manspektren

Carotinoide wie (3-Carotin sind auch in der menschlichen Haut enthalten®® - so lag es
nahe, zur Veranschaulichung ein in vivo Ramanspektrum meines Zeigefingers aufzuneh-
men (Abb. 6.9). Die Aufnahmebedingungen sind wie fiir die Proben (1) bis (4), jedoch
wurde die Spaltbreite auf 10 um verringert. Das Ergebnis der automatischen Grundlini-
enkorrektur wurde weggelassen, da dessen ausgeprigten Artefakte die Ubersichtlichkeit
der Abbildung 6.9 beeintrachtigt hitten. Alle drei gezeigten Algorithmen liefern ein dhn-
liches Ergebnis, wobei der hier beschriebene morphologische Algorithmus die flachste
Grundlinie erreicht.

Auf Resonanzkarten soll spéter noch einmal eingegangen werden (siehe Kap. 9), an die-
ser Stelle sei nur hervorgehoben, dass es sich dabei um eine iibersichtliche Zusammen-
stellung mehrerer Ramanspektren mit unterschiedlichen Anregungswellenldngen handelt.
Eine Gegeniiberstellung einer Resonanzkarte von Haematoccoccus pluvialis (vgl. Abb.
10.3a) vor und nach der Grundlinienkorrektur ist in Abb. 6.10 zu sehen. Obwohl die ein-
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zelnen Ramanspektren unterschiedliche Fluoreszenzhintergriinde besitzen (Abb. 6.10a),
ist nach Grundlinienkorrektur mit dem hier beschriebenen Algorithmus ein gleichméBiger
und sprungloser Verlauf der Intensitit der Ramanlinien iiber die Anregungswellenldngen
hinweg zu beobachten (Abb. 6.10b). Ein weiteres Beispiel fiir mit dem hier beschrie-
benen morphologischen Algorithmus grundlinienkorrigierte Resonanzkarten wurde von
Meinhardt-Wollweber et. al. publiziert®.
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Abbildung 6.10: Grundlinienkorrektur einer Resonanzkarte von Haematococcus pluvialis (vgl.
Abb. 10.3a) mit dem hier beschriebenen morphologischen Algorithmus. Die “Schlangenlinien”
sind kein Artefakt der Grundlinienkorrektur, sondern auf ein mechanisches Problem mit dem
Spektrometer zuriickzufiihren, welches in Kap. 9 noch einmal niher betrachtet wird.






Kapitel 7

Algenarten, Kulturbedingungen und
Entwicklung eines Bioreaktors

7.1 Verwendete Algenarten

Vier verschiedene Algenarten aus der Gottinger Sammlung von Algenkulturen, Chlorella
vulgaris (SAG 211-11b), Haematococcus pluvialis (SAG 34-1a), Dunaliella salina (SAG
184.80) und Porphyridium purpureum (SAG 1380-1a), deren besonderen Eigenschaften
und Fihigkeiten in diesem Kapitel vorgestellt werden sollen, wurden fiir alle gezeigten
Experimente zur Detektion von Carotinoiden verwendet. Startkulturen auf Gelmedium
sind wie in Abb. 7.1 gezeigt mit der Post aus Gottingen gekommen.

Chlorella vulgaris, Haematococcus pluvialis und Dunaliella salina besitzen als Griinal-
gen den Violaxanthinzyklus®®. AuBer Violaxanthin, Antheraxanthin und Zeaxanthin® ist
ein hoher Gehalt an a- and 3-Carotin, Neoxanthin und Lutein zu erwarten*2. Porphyridi-
um purpureum als Rotalge zum Vergleich hat keinen Violaxanthinzyklus und enthilt nur
B-Carotin und Zeaxanthin*?.

7.2 Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris ist eine sehr weit verbreitete Griinalge, die weltweit in SiiBwasserhabi-
taten vorkommt, sofern die Temperatur es zulidsst. Fiir die ramanspektroskopische Suche
nach dem Violaxanthinzyklus unter Verwendung von Resonanzkarten ist Chlorella vul-
garis besonders interessant, da sie sehr robust ist und unter allen moglichen Bedingungen
wichst, jedoch auch unter Stress nicht in der Lage ist, schnell sekundére Carotinoide zu

synthetisieren’?.

53
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Abbildung 7.1: Staimme aus der Gottinger Sammlung von Algenkulturen werden in dieser Form
mit der Post auf Gelmedium geliefert und konnen anschlieBend in fliissiges Medium tibertragen
werden. Der Stamm SAG 1380-1c von Porphyridium purpureum ist allerdings eingegangen, so
dass fiir diese Arbeit stattdessen der Stamm SAG 1380-1a verwendet worden ist. Zusétzlich wurde
Dunaliella salina (SAG 184.80) verwendet.

Ihre hauptsdchliche kommerzielle Anwendung findet sich im Bereich der Herstellung
von Lipiden! fiir Biokraftstoffe’?. Da sich jedoch die Synthesewege von Lipiden’ und
Carotinoiden’* unterscheiden und diese jeweils an verschiedenen Stellen in der Zelle ein-
gelagert werden’, ist eine Beeinflussung der Ramanmessung an Carotinoiden durch die
Lipidsynthese unwahrscheinlich, zudem die Ramanspektren von Lipiden’® ganz anders
aussehen als die von Carotinoiden und damit leicht erkannt werden konnen, falls sie auf-
treten.

7.3 Haematococcus pluvialis

Die Griinalge Haematococcus pluvialis (Abb. 7.2a) ist vor allem fiir ihre Fahigkeit be-
kannt, unter Stress grole Mengen von Astaxanthin zu synthetisieren (Abb. 7.2b), welches
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sich wie ein Schutzschild in der Zellwand ansammelt (Abb. 7.2¢)'3. Astaxanthin, welches
auch fiir die Farbung von Flamingofedern verantwortlich ist, kann in den unter Stress ko-
rallenrot aussehenden, runden Algenzellen bis zu 99 % des gesamten Carotinoidgehaltes
ausmachen’’. In diesem Zustand iiberstehen die Zellen sogar vollige Austrocknung (Abb.
7.2d), was ihnen die Verbreitung mit dem Wind ermdglicht’®. Diese Fihigkeit erlaubt es
Haematococcus pluvialis, schnell neue Lebensraume wie Pfiitzen zu besiedeln, wobei ihr
auch eine miBige Salztoleranz zugute kommt’®.

AuBer der ausgeprigten Astaxanthinsynthese ist noch die grole morphologische Variabi-
litdt hervorzuheben: Direkt nach der Zellteilung ist Haematococcus pluvialis mit Geifieln
in der Lage, aktiv zu schwimmen, und verformt sich iiber einen noch ungestressten grii-
nen, unbegeiflelten Zwischenzustand (Abb. 7.2a) wihrend der Astaxanthinsynthese unter
Stress (Abb. 7.2b) zu roten, kugelformigen Zellen (Abb. 7.2¢)80.

(a) Griine, ungestresste Zellen von Haematocco- (b) Haematoccocus pluvialis beginnt, Astaxan-
cus pluvialis ohne Geiflel. thin zu synthetisieren.

i

(c) Zum Schutz vor Stress komplett von Asta- (d) Vertrocknete, durch eine Astaxanthinhiille

xanthin umgebene Zellen von Haematoccocus geschiitzte Zellen von Haematoccocus pluvialis.
pluvialis.

Abbildung 7.2: Haematococcus pluvialis in unterschiedlichen Stresszustinden. Der Abstand der
in den Bildern sichtbaren Linien betrdgt 0,05 mm.
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7.4 Dunaliella salina

Dunaliella salina ist eine hohe Salzkonzentrationen liebende Griinalge!#, die bevorzugt
in Salinen und anderen duflerst salzhaltigen Gewissern vorkommt, worin sie als einzi-
ge Algenart iiberleben kann. Sie synthetisiert Glycerol zum Ausgleich des osmotischen
Drucks und besitzt keine feste Zellwand, weswegen sie ihr Volumen bei wechselnden
Salzkonzentrationen schnell @ndern kann3!,

Unter Stress ist sie in der Lage, groe Mengen von [3-Carotin zu synthetisieren, was kom-
merziell Verwendung findet!#, allerdings ist diese Art so robust, dass im Rahmen samtli-
cher Versuche kein Farbumschlag beobachtet wurde.

Eine Besonderheit von Dunaliella salina ist, dass sie durch fallende Salzkonzentration
ausgelost Keimzellen zur geschlechtlichen Fortpflanzung bilden kann, welche anschlie-
Bend Austrocknung und den Kontakt mit SiiBwasser iiberstehen'*.

7.5 Porphyridium purpureum

Porphyridium purpureum besitzt als Rotalge nur die beiden einander sehr dhnlichen Caro-
tinoide (3-Carotin und Zeaxanthin*?. Unter Stress synthetisiert sie das Pigment Phycoery-
thrin, welches als Protein chemisch nicht niher mit den Carotinoiden verwandt ist'3. In
alter Literatur ist oft noch der frithere Name Porphyridium cruentum zu finden, wobei es
sich um genau die gleiche Alge handelt.

Durch die besondere Pigmentausstattung ist Porphyridium purpureum in der Lage, auch
in griinem Licht Photosynthese zu betreiben®? und dabei Wachstumsraten zu erreichen,
die denen bei Beleuchtung mit rotem Licht entsprechen®3.

Die Salztoleranz von Porphyridium purpureum ist recht ausgeprigt, so dass diese Art
gleichermaflen gut in Sii3- wie in Salzwasser kultiviert werden kann. Der natiirliche Le-
bensraum ist in SiiB- und Brackwasser, selten nur werden marine Vorkommen gefunden*.

7.6 Kulturbedingungen und Entwicklung eines Bioreak-
tors

Grundsitzlich handelt es sich bei Mikroalgen um kleine Pflanzen, deren Bediirfnisse sich
im Allgemeinen nicht von gewohnlichen Zimmerpflanzen unterscheiden: Aufler eines

XEintrag zu Porphyridium purpureum in http://www.algaebase.org/ (Letzter Zugriff am 26. Januar 2018)
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passenden Temperaturbereiches ist die Verfiigbarkeit von Licht, Wasser, Kohlenstoffdi-
oxid und mineralischen Nihrstoffen entscheidend.

Definierte Nihrmedien wurden nach den Anleitungen fiir ES-Medium®* und Dun-Medium®
der Gottinger Sammlung von Algenkulturen angesetzt, welche hier aus praktischen Griin-
den in den Abb. A.2 sowie A.3 wiedergegeben werden.

Die drei fiir das ES-Medium®* (Abb. A.2) in groBerer Menge notigen Salze Kaliumnitrat,
Dikaliumhydrogenphosphat und Magnesiumsulfat-Heptahydrat wurden mit einer Fein-
waage und einem Messkolben dosiert'. Die Mikronihrstoffldsung besteht aus sehr vielen
Salzen in sehr kleinen Konzentrationen. Ein Ansetzen mit Waage und Messkolben ist
moglich, allerdings wurde fiir diese Arbeit eine Flasche mit der fertigen Mikronéhrstoff-
l6sung freundlicherweise von meinem Kollegen Serge Zagermann zur Verfiigung gestellt.
Da die Mikronidhrstoffe selbst keine vollstindige Nahrstoffgrundlage darstellen, ist die-
se Losung problemlos im Kiihlschrank iiber Jahre lagerfihig. Der fiir die Kultur emp-
findlicher Arten in der Anleitung enthaltene Erdauszug wurde durch destilliertes Wasser
ersetzt, um das Auftreten zusitzlicher Ramanlinien von nicht ndher spezifizierten Sub-
stanzen im Erdboden zu vermeiden.

Die Vorbereitung von Dun-Medium® (Abb. A.3) zur Anzucht der Salzwasseralge Du-
naliella salina sieht die Verwendung von kiinstlichem Meerwasser vor, welches aus den
Salzen Natriumchlorid, Magnesiumsulfat-Heptahydrat, Kaliumchlorid und Calciumsul-
fat angesetzt wurde. Da in dem Rezept fiir Dun-Medium®> auBer dem Erdauszug keine
Quelle fiir die essentiellen Mikronéhrstoffe vorhanden ist, wurden die angegebenen 30
ml Erdauszug durch 5 ml der ES-Mikronéhrstofflosung sowie 25 ml destilliertes Wasser
ersetzt.

Um Keimfreiheit sicherzustellen, wurden die mit Ndhrmedium gefiillten Glasflaschen (1
1, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) mit hitzebestindigem Schraubverschluss in einem
grofBen Schnellkochtopf aus dem Restaurantbedarf fiir zwei Stunden gekocht. Die Deckel
der Flaschen diirfen nur halb aufgeschraubt werden, um Siedeverzug oder Platzen der
Flaschen zu vermeiden. Der Boden des Schnellkochtopfes wurde mit destilliertem Was-
ser bedeckt, um eine Dampfatmosphire im Topf zu garantieren und ein Trockenlaufen des
Bodens auf jeden Fall zu vermeiden. Zur Kontrolle muss wihrend der Kochzeit kontinu-
ierlich eine geringe Menge Dampf aus dem Ventil des Topfes entweichen. Beim Erreichen
der zweistiindigen Kochzeit wurde der Topf unter flieBendem Wasser bis zum Druckabfall
gekiihlt und gedffnet, worauthin die Deckel der noch heilen Flaschen unverziiglich fest
verschraubt wurden.

Zum Ansetzen der aus Gottingen auf festem Gelmedium (vgl. Abb. 7.1) erhaltenen Start-
kulturen wurden diese jeweils mit etwas Medium in 250 ml Erlenmeyerkolben tiberfiihrt.

Vielen Dank an Ngoc Sang Ngo, der das Ansetzen der Medien oft iibernommen hat.
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Die Offnungen der zuvor im Schnellkochtopf keimfrei gemachten Kolben wurden mit
Aluminiumfolie abgedeckt, um das Eindringen von Staub zu vermeiden. Diffuses Tages-
licht in der Nihe eines Fensters, jedoch ohne direkte Sonneneinstrahlung, war fiir das
Anwachsen der Startkulturen ausreichend. Da sich die Algen schnell am Boden der Kol-
ben absetzen, war ein gelegentliches Umschiitteln notig. Zur Vermehrung wurden die
Kulturen jeweils auf zwei Kolben aufgeteilt und mit frischem Medium aufgefiillt.

Fiir die Massenvermehrung wurde im Rahmen dieser Arbeit gemeinsam mit Serge Zager-
mann ein gldasernes Anzuchtgefdl entwickelt und angefertigt, welches aus einem grof3en
Reagenzglas, einem Stopfen mit einer Auslassrohre und einer Luftlanze sowie einem
Mammutpumpeneinsatz besteht (Abb. 7.3 und 7.4). Von der Funktionsweise her ent-
spricht dieses Anzuchtgefi dem in%® beschriebenen “Internal-loop concentric tube re-
actor”.

Abbildung 7.3: Bestandteile eines Anzuchtgefdfies: Gummistopfen mit einer kurzen (9 cm Lénge,

4 mm Innendurchmesser, 8 mm Auflendurchmesser), gegen Staub mit Aluminiumfolie abgedeck-
ten Austrittsrohre und einer langen Luftlanze (47 cm Linge, 4 mm Innendurchmesser, § mm Au-
Bendurchmesser). Mammutpumpeneinsatz (30,5 cm Linge des Rohres, 31 cm Gesamtlinge mit
aufgeschmolzenen Abstandshalternasen, 13 mm Innendurchmesser, 15 mm AuBendurchmesser)
zur Leitung der Luftblasen mit aufgeschmolzenen Abstandshalter-Glasnasen, um das Einstromen
der Fliissigkeit am unteren Ende zu ermoglichen. Riesenreagenzglas mit abgerundetem Boden als
KulturgefdB (41 cm Lénge, 36 mm Innendurchmesser, 40 mm Auflendurchmesser).

Das Prinzip funktioniert so, dass die von der Luftlanze eingeblasene Luft innerhalb des
Mammutpumpeneinsatzes aufsteigt (Abb. 7.5) und somit die Dichte der Luft-Fluissigkeits-
Sdule innerhalb gegeniiber der reinen Fliissigkeitssdule aulerhalb verringert. Oben aus
dem Mammutpumpeneinsatz, der iiber den oberen Rand der Kultur ragen muss, lauft die
angehobene Luft-Fliissigkeitssdule iiber (Abb. 7.6), wihrend unten weitere Fliissigkeit
angesogen wird und so ein Kreislauf entsteht. Gleichzeitig wird eine gute Durchmischung
von Luft und Kultur gewihrleistet und damit die Verfiigbarkeit von Kohlenstoffdioxid
verbessert.

Um ein Verdunsten der Kultur bei Beliiftung mit trockener Pressluft zu vermeiden, wurde
eine mit destilliertem Wasser gefiillte Gaswaschflasche zur Befeuchtung der Luft verwen-
det. Die Beliiftung wurde mit einem Druckregler sowie mit Quetschklemmen justiert. Um
den Eintrag von Keimen zu minimieren, wurde die befeuchtete Luft anschlieBend durch
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Abbildung 7.4: Das untere Ende der drei Bestandteile eines Anzuchtgefifies im Detail. Der Mam-
mutpumpeneinsatz hat unten zwei aufgeschmolzene Glasnasen als Abstandhalter zum Boden des

Riesenreagenzglases.

ein Sterilfilter mit 200 nm Porengrée (Midisart 2000, Sartorius Stedim Biotech GmbH,
Gottingen, Deutschland) geleitet. Die Teile des AnzuchtgefiBes, die nicht in den Schnell-
kochtopf passten, wurden nach Reinigung im Ultraschallbad durch griindliches Ausspiilen
mit Ethanol und destilliertem Wasser desinfiziert. Fiir die gleichméfige Beleuchtung von
acht derartigen Anzuchtgefif3en wurden rote und blaue Leuchtdiodenbénder (628 nm and
467 nm, Josef Barthelme GmbH & Co. KG, Niirnberg, Deutschland) verwendet (Abb. 7.7
und 7.8), deren Helligkeit mit einem Labornetzgerit eingestellt wurde. Alle hier verwen-
deten Algenarten wachsen unter Dauerlicht.
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Abbildung 7.5: Im Betrieb steigen aus der Luftlanze Luftblasen auf, die im Mammutpumpenein-
satz nach oben gefiihrt werden und dabei Fliissigkeit mit aufsteigen lassen. Drei Luftblasen sind
hier in dem Mammutpumpeneinsatz zu erkennen. Fiir dieses Bild wurde das Anzuchtgefdl mit
Wasser gefiillt.
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Abbildung 7.6: Am oberen Ende wird die im Mammutpumpeneinsatz mit aufsteigende Fliissig-
keit ausgeworfen und flieit wieder nach unten. Die violett erscheinende Beleuchtung kommt von
den fiir die Anzucht verwendeten roten und blauen Leuchtdiodenbéndern.
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Abbildung 7.7: Je nach Art reagieren Algen unterschiedlich auf Stress - einige davon mit bun-
ten Farben. Je zwei nebeneinanderliegende Rohren enthalten die gleiche Art, wobei die Algen in
der linken Rohre in destilliertes Wasser umgesetzt worden ist und die rechte Rohre zum Vergleich
eine ungestresste Kultur enthélt. Von links nach rechts: 1 & 2 Chlorella vulgaris, 3 & 4 Chlamydo-
monas reinhardtii, 5 & 6 Haematococcus pluvialis, 7 & 8 Porphyridium purpureum. Nach ersten
Kulturversuchen wurde Chlamydomonas reinhardtii durch Dunaliella salina ersetzt.

Abbildung 7.8: Bei intensiver Beleuchtung mit hellroten und blauen Leuchtdioden zeigen die
Algenkulturen (vgl. Abb. 7.7) eine teilweise deutlich sichtbare dunkelrote Chlorophyllfluoreszenz.



Kapitel 8

Grundlagen der Laserspektroskopie an
Algen

In diesem Kapitel soll ein Uberblick gegeben werden, welche Linien beim Bestrahlen
einer Algenkultur mit einem blauen Laser zu erwarten sind. Ebenso wird gezeigt, welche
Schritte zur Bearbeitung notig sind, um aus den Rohdaten ein fiir die weitere Auswertung
geeignetes Ramanspektrum zu erhalten.

Die hier zur Veranschaulichung genutzte Messung wurde mit einer Anregungswellen-
linge von 473 nm an einer Kultur von Dunaliella salina aufgenommen, kann aber auf
Grund der groBen Ahnlichkeit solcher Messungen als typisches Beispiel gelten. Eine Be-
sonderheit sei aber vorab genannt: In der Regel wird das Spektrometer keinen so groflen
spektralen Bereich auf einmal abdecken konnen - fiir diesen Datensatz wurden Daten mit
vielen verschiedenen Gitterpositionen aufgenommen und zusammengefiigt, um “einmal
alles” zeigen zu konnen. Eine solche “gestiickelte” Messung des Spektrums dauert lange
und ist in ihrer erreichbaren Genauigkeit in den Wellenlidngen durch die Mechanik im
Spektrometer begrenzt.

Abbildung 8.1 zeigt ein Spektrum, welches - als Einziges in dieser Arbeit - ohne optischen
Rayleigh-Kantenfilter aufgenommen worden ist. Der stirkste Peak in diesem Spektrum ist
die Rayleigh-Streuung des Lasers bei 473 nm, welcher jedoch den Kamerachip tibersteu-
ert und in Wirklichkeit noch intensiver ist, als es in diesen Rohdaten gesehen werden kann.
Eine Einstellung der Belichtungsparameter passend zur Aufnahme des Rayleighpeaks oh-
ne Ubersteuerung ist zwar technisch moglich, aber hier aus Griinden der Vergleichbarkeit
nicht sinnvoll.

Auf Grund der sehr hohen Intensitét des Rayleighpeaks entstehen im Spektrometer Arte-
fakte: Der verwendete Single-Mode-Laser hat eine spezifizierte Linienbreite von nur 12

63
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Abbildung 8.1: Mit einer Laserwellenldnge von 473 nm angeregtes Spektrum einer Kultur von
Dunaliella salina, aufgenommen ohne Kantenfilter.

pm, auBerdem zeigen Neonspektrallinien mit der verwendeten Konfiguration des Spek-
trometers eine Linienbreite von 68 pm. Dennoch hat der gemessene Rayleighpeak eine
scheinbare Linienbreite von 1,13 nm und einen “Fuf3”, der hier etwa 60 nm breit ist. Dies
sind Uberstreuungen im Spektrometer, die dadurch entstehen, dass einfallendes Licht an
den inneren Komponenten nicht ganz perfekt, sondern zu einem sehr kleinen Teil auch
diffus gestreut wird. AuBerdem sind bei 579 nm und 839 nm zusitzliche Peaks zu erken-
nen, die Reflektionen an Bauteilen im Inneren des Spektrometers zuzuschreiben sind.

Mit einem zur Laserwellenlinge passenden optischen Tiefpass-Kantenfilter kann die in-
tensive Rayleighstreuung um mehrere Grofenordnungen abgeschwicht werden (Abb.
8.2), wodurch die in Abbildung 8.1 gezeigten Artefakte verschwinden, sofern es sich
nicht um eine ungewohnlich stark streuende Probe handelt. Alle iibrigen Messungen in
dieser Arbeit wurden unter Verwendung von Kantenfiltern aufgenommen.

Der zweitstirkste Peak beim Bestrahlen einer Algenprobe mit einem blauen Laser ist
die Chlorophyllfluoreszenz (Abb. 1.1 und 7.8, vgl. Kap. 2). Sie sorgt in einem blauen
Laserstrahl fiir ein - je nach Schutzbrille - mit dem Auge gut sichtbares dunkelrotes Auf-
leuchten der Probe und ist nur bei lebendigen Algen zu beobachten. Ist der zur Anregung
verwendete Laserstrahl zu intensiv oder zu stark gebiindelt, so ist innerhalb von wenigen
Sekunden ein Abklingen und Verschwinden der dunkelroten Chlorophyllfluoreszenz zu
beobachten. Dies ist ein guter Indikator fiir die Zerstorung der Probe. Manchmal wird die
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Abbildung 8.2: Mit dem Einsatz eines Kantenfilters verschwinden der Rayleighpeak und die in
Abb. 8.1 markierten Artefakte im Spektrum von Dunaliella salina.
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Abbildung 8.3: Die hier hervorgehobene Chlorophyllfluoreszenz ist nach der Rayleighstreuung
der intensivste Peak im Spektrum einer mit einem blauen Laser angeregten Algenkultur.
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Abbildung 8.4: Zur Veranschaulichung der Intensitdtsverhéltnisse noch einmal der gleiche Aus-
schnitt wie in Abb. 8.3, jedoch mit einer logarithmischen Intensitdtsskala. Die Ramanlinien
sind hier schwach zwischen 480 nm und 610 nm zu erkennen, wobei die stidrkste Carotinoid-
Ramanlinie mit einem Pfeil markiert ist.

dunkelrote Fluoreszenz dabei auch von einer wesentlich schwécheren, durch die Schutz-
brillen gelblich erscheinenden Fluoreszenz abgelost, die auch an alten Kulturen mit vielen
toten Zellen beobachtet werden kann. Zur Verteilung der Intensitéit des Anregungsstrahls
auf moglichst viele Algenzellen wurde die Kultur bei Langzeitmessungen mit einem ma-
gnetischen Riihrfisch kontinuierlich umgewilzt, so dass individuelle Zellen nur kurz in
den Strahl gelangt sind.

Um ein Mal fiir die Intensitdtsverhdltnisse zu geben, ist in Abb. 8.4 noch einmal der
gleiche Ausschnitt wie in Abb. 8.3 in logarithmischer Skalierung der Intensititsachse
gezeigt. Alle Ramanlinien sind in dem hier relativ flach erscheinenden Bereich bis hin
zu 610 nm enthalten, der im Folgenden noch néher betrachtet werden soll. Im Vergleich
zur stirksten Carotinoid-Ramanlinie (vgl. Abb. 8.13) ist die Chlorophyllfluoreszenz hier
etwa 315 mal so intensiv, was ein entsprechendes Signal-zu-Rausch-Verhiltnis sowie eine
gute Empfindlichkeit der Messung erfordert, sollen Ramanlinien beobachtet werden.

Abbildung 8.5 ist ein Ausschnitt aus der bislang gezeigten Messung, wobei ein kleiner
Teil der Flanke der Chlorophyllfluoreszenz (vgl. Abb. 8.3) noch eingezeichnet ist. Insbe-
sondere die Wirkung des ab Abb. 8.2 verwendeten Kantenfilters ist hier gut zu erkennen:
Unterhalb von 476 nm ist fast kein Signal mehr zu sehen, erst bei weiterer Vergroferung
wire noch ein kleiner Uberrest des Rayleighpeaks zu beobachten. Ebenso ist der ohne
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Abbildung 8.5: Vergroerung des Bereiches zwischen Laserwellenldnge und Chlorophyllfluores-
zenz aus dem Spektrum von Dunaliella salina.

Filter duBerst breite “Full” stark reduziert, allerdings handelt es sich in dem Bereich von
der Filterkante bis 485 nm immer noch um Artefakte. Dies wurde dadurch iiberpriift,
dass eine stark streuende Probe mit einem aus der Literatur bekannten Ramanspektrum,
Bariumsulfat, vermessen wurde.

Nach dem Abschneiden der Filterkante, der benachbarten Artefakte sowie der Flanke der
Chlorophyllfluoreszenz bleibt in Abb. 8.6 der Bereich der Ramanlinien iibrig.

Wihrend die Chlorophyllfluoreszenz aufgrund ihrer groen natiirlichen spektralen Breite
keine hohen Anforderungen an die Genauigkeit der Wellenlangenmessung stellt, ist fiir
Ramanspektroskopie eine exakte Kenntnis der Wellenlinge essentiell. Um eine gute Ka-
libration zu erreichen, wurde das orange aussehende Leuchten einer Neonglimmlampe
vermessen. In Abbildung 8.7 wurden die Messdaten mit dem gemessenen Neonspektrum
iberlagert, dessen Intensitit jedoch zum Zwecke der Veranschaulichung passend zu den
Messdaten skaliert wurde. Der etwas hoher eingezeichnete Teil stellt eine Vergroferung
eines typischerweise fiir eine Ramanmessung an Algen verwendeten Ausschnitts dar. Am
unteren Bildrand sind zum Vergleich die aus der “NIST Atomic Spectra Database™™ ent-
nommenen prizisen Linienlagen von Neon eingezeichnet.

Wesentlich ist, dass in der Atomspektrendatenbank eine vollstindige lonisation des Edel-

"Mhttps://www.nist.gov/pml/atomic-spectra-database (Letzter Zugriff am 15. Mirz 2018)
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Abbildung 8.6: Der Bereich der Ramanlinien von Dunaliella salina. Artefakte und Chlorophyll-

fluoreszenz sind in diesem Ausschnitt nicht mehr enthalten. Der intensive Peak bei 560 nm ist die

sehr breite Ramanlinie von Wasser®’.
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Abbildung 8.7: Zur Kalibration der Wellenlidngen verwendetes Spektrum einer Neonglimmlampe.

Im Vergleich mit den aus der Literatur bekannten Linienlagen von Neon ist noch ein Offset zu
erkennen.
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Abbildung 8.8: Mit Hilfe der Neonspektrallinien korrigierte Wellenlédngenskala des Ramanspek-

trums von Dunaliella salina. Im Vergleich zu Abb. 8.7 stimmen die gemessenen Neonspektralli-
nien nun von ihrer Lage her mit den Literaturwerten von Neon tiberein.

gases angenommen wird, wihrend die in handelsiiblichen und in vielen Steckdosenleis-
ten mit Leuchtschaltern eingebauten Glimmlampen brennende Gasentladung bei weitem
nicht so hohe Temperaturen erreicht. Das bedeutet, dass die Intensititen der gemessenen
Spektrallinien zum Kurzwelligen hin gegeniiber den Literaturwerten abfallen. Ebenso las-
sen sich nicht alle aus der Literatur bekannten Linien beobachten, da einige davon hohere
Ionisationsstufen erfordern.

Im Gegensatz zu einer iiblicherweise fiir die Kalibration von Spektrometern verwende-
ten Quecksilberdampflampe ist es besonders praktisch, dass Neon auch im blauen und
griinen Spektralbereich relativ viele Linien aufweist, die sich gut fiir die Kalibration des
experimentellen Aufbaus fiir Resonanz-Ramanspektroskopie an Carotinoiden eignen.

In Abbildung 8.8 wurde der Offset des Spektrometers anhand der Lage der Neonspek-
trallinien zu 0,245 nm bestimmt und korrigiert, so dass die Linienpositionen nun mit den
Literaturwerten iibereinstimmen. Es ist iiblich, die Offsetkorrektur eines Spektrometers
vor der Messung durchzufiihren und in den Daten als gegeben anzusehen; allerdings hélt
eine solche Kalibration nur solange an, wie die Mechanik im Spektrometer nicht bewegt
wird und die Temperatur konstant bleibt. Deshalb ist es sinnvoll, auch in laufenden Ex-
perimenten immer wieder Kalibrationslinien aufzunehmen und mit den Messergebnissen
gemeinsam zu archivieren, so dass eine spitere Kalibration durchgefiihrt werden kann und
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Abbildung 8.9: Der gleiche Ausschnitt aus dem Spektrum von Dunaliella salina wie in Abb. 8.6,
jedoch auf der Wellenzahlskala dargestellt.

eine Gegenprobe auf spiter bekannt werdende mechanische Schwierigkeiten und Defekte
in der Spektrometermechanik ermoglicht wird.

In der Ramanspektroskopie ist, wie bereits beschrieben, die Einheit “relative Wellenzahl”
iblich (wie in Abb. 8.9 verwendet), die proportional zu der Energiedifferenz der gestreu-
ten Photonen zu den durch den Laser eingestrahlten Photonen ist (siehe Kap. 3). Damit
werden Ramanspektren vergleichbar, die mit unterschiedlichen Anregungswellenlédngen
aufgenommen worden sind. Da die spektrale Lage der Chlorophyllfluoreszenz - und Fluo-
reszenz allgemein - keinen direkten Zusammenhang mit der Anregungsphotonenenergie
besitzt, wire die Verwendung der Einheit “relative Wellenzahl” dafiir zwar rechnerisch
moglich, aber unpraktisch.

Es existieren verschiedene Konventionen iiber das Vorzeichen der Energiedifferenz sowie
der Art der Darstellung von Ramanspektren. Diese Arbeit folgt durchgiingig der Konven-
tion des “Journal of Raman Spectroscopy”, wonach Stokes-Linien positive relative Wel-
lenzahlen zugeordnet werden und wobei die kleinste Wellenzahl links in einer Abbildung
dargestellt wird.

Die stirkste - und breiteste - Ramanlinie ist die von Wasser, welche von 3000cm !
bis 3800cm~! in Abb. 8.10 zu sehen ist. Diese Linie, deren genaue Form auch vom
Salzgehalt in der Probe abhingt, besteht der Literatur gemif aus intermolekularen OH-
Streckschwingungen, welche zusétzlich durch die in fliissigem Wasser ausgeprigten Was-
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Abbildung 8.10: Hervorgehoben ist die Ramanlinie von Wasser im Spektrum von Dunaliella
salina.

serstoffbriickenbindungen verbreitert werden®”. Fiir Messungen an Algen ist die Wasser-
ramanlinie vor allem bei der Justage des Aufbaus interessant, da sie bei gewohnlicher-
weise anzutreffenden Zelldichten der Algenkultur wie hier etwa sechsmal so intensiv ist
wie die stdrkste Carotinoidlinie unter resonanter Anregung. Kann also die Ramanlinie
von Wasser nicht in den gewonnenen Daten beobachtet werden, ist eine Messung der
Carotinoide ausgeschlossen.

Fiir die quantitative Auswertung der Spektren ist jedoch zuvor noch eine Grundlinien-
korrektur durchzufiihren, die die breite Basis von den schmaleren Ramanlinien separiert.
In Abb. 8.11 ist die mit dem morphologischen Algorithmus (Kap. 6) berechnete Grund-
linie zur Veranschaulichung einmal in die Messdaten eingezeichnet. Ohne die intensive
Ramanlinie von Wasser sind die iibrigen Ramanlinien besser zu erkennen. Chlorophyll-
banden sind zwischen 1600 cm ™! und 1800 cm™! zu sehen, wihrend die iibrigen Raman-
linien zu Carotinoiden gehoren (vgl. Abb. 11.1 und 11.2). Theoretisch sollten Carotinoide
keine Fluoreszenz zeigen'!, dennoch lisst sich experimentell eine schwache, griine Fluo-
reszenz zwischen 505 nm and 530 nm beobachten®!, welche zur Grundlinie beitrigt. Ein
weiterer Anteil der Grundlinie kommt von inneren diffusen Streuungen im Spektrometer,
die in der ersten Abbildung 8.1 beim ungefilterten Rayleighpeak sehr deutlich zu sehen
sind. Grundsitzlich ist die exakte Form der Grundlinie variabel und kann sich im Detail
mit der Zeit veridndern, so dass die Grundlinie fiir jedes einzelne gemessene Spektrum
separat bestimmt und abgezogen werden muss.
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Abbildung 8.11: Die berechnete Grundlinie des Spektrums von Dunaliella salina, die anschlie-
end von den Messdaten abgezogen wird.
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Abbildung 8.12: Obertdne und Kombinationsbanden der Carotinoid-Ramanlinien. Da in der Al-
genkultur eine Mischung vieler Carotinoide enthalten ist und nur die stidrksten Linien in dieser

Messung sichtbar sind, lésst sich keine exakte Zuordnung der unterschiedlichen, blau markierten

Kombinationen der Grundschwingungen wie beispielsweise fiir 3-Carotin in

88.89 angeben.
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Abbildung 8.13: Ein fertig bearbeitetes Carotinoid-Ramanspektrum von Dunaliella salina. Der
hier gewidhlte Ausschnitt entspricht dem Bereich, der mit dem verwendeten Aufbau ohne Gitter-
bewegungen aufgenommen werden kann. Die drei stidrksten Carotinoidbanden werden in dieser
Arbeit mit v (bei 1525 cm™!), v, (bei 1150 cm~!) und v3 (je nach Algenart bei 980 cm~! oder
1005 cm~!) bezeichnet, welche in allen folgenden Auswertungen niher betrachtet werden.

Obertone und Kombinationsbanden sind in Abb. 8.12 ab 2000cm ! zu sehen, welche
durch Kopplung und Mischung der Carotinoidlinien untereinander entstehen.

Abbildung 8.13, die letzte in dieser Reihe, zeigt schlieBlich einen fertig bearbeiteten, ty-
pischen Ausschnitt mit den drei stdrksten Carotinoid-Ramanlinien v; (bei 1525 cm™ b,
v, (bei 1150 cm™!) und v3 (bei 1005 cm™!), wie er mit nur einer einzigen Gitterposi-
tion und ohne Bewegung der Mechanik des Spektrometers aufgenommen werden kann.
Die genauen Lagen der Banden und ihre Intensititsverhiltnisse unterscheiden sich fiir
verschiedene Carotinoide bzw. deren Mischungen (vgl. Abb. 11.2 und 11.3), was insbe-
sondere bei v3 deutlich zu beobachten ist. Wihrend bei Dunaliella salina die Linie bei
980 cm ™! stirker ausgeprigt ist (hier und in Abb. 11.1), iiberwiegt bei den anderen unter-
suchten Algenarten die Linie bei 1005 cm~! (Abb. 10.1), was auch von der verwendeten
Anregungsintensitit abhzingen kann®. Ebenso sind die Linienlagen von der Anregungs-
wellenlinge abhingig!?.






Kapitel 9

Eine Einfiihrung in die Erstellung von
Resonanzkarten

Resonanzkarten veranschaulichen die Abhédngigkeit der Intensitdt der Ramanlinien von
der Anregungswellenldnge und bestehen aus mehreren separat aufgenommenen Raman-
spektren mit unterschiedlichen Anregungswellenlingen. Ramanlinien erscheinen in Re-
sonanzkarten als vertikale Linien, wihrend andere optische Signale wie zum Beispiel
atomare Spektrallinien als diagonale Linien erscheinen, da diese nicht der Anderung der
Anregungswellenldnge folgen. Resonanzprofile schlielich sind ein Ausschnitt aus einer
Resonanzkarte und geben die durch Lorentzanpassung bestimmten Intensitéten einzelner
Ramanlinien in Abhéngigkeit von der Anregungswellenlédnge wieder, wobei die einzelnen
Ramanlinien einer einzigen Substanz durchaus unterschiedliche Resonanzprofile aufwei-

sen konnen!?.

Zur Veranschaulichung wurde Ethanol fiir dieses Kapitel im hohen Wellenzahlenbereich
von 2600cm ™! bis 3100cm ™" (vgl. Abb. 9.5) vermessen, in dem keine spektralen Artefak-
te wie in Abb. 8.5 auftreten. Da die Pulsenergien des verwendeten optisch-parametrischen
Oszillators schwanken, muss fiir jedes einzelne Spektrum zusétzlich die Summe der ein-
gestrahlten Pulsenergien gemessen werden. Die unbearbeiteten Rohdaten liegen zunichst
in der Wellenlidngenskala vor und bilden bei der Darstellung als Resonanzkarte eine “Dia-
gonale”, da sich der Bereich der Ramanlinien mit der Anregungswellenlédnge verschiebt
(Abb. 9.1).

Nach der Umrechnung von Wellenlidngen in relative Wellenzahlen ergibt sich bereits an-
ndhernd die spétere Form der Resonanzkarte (Abb. 9.2). Gitter und Kamera im Spektro-
meter erfassen einen gleichbleibend breiten Wellenlidngenbereich, jedoch ist die Umrech-
nung von Wellenldngen in Wellenzahlen nicht linear, weswegen sich der abgedeckte Wel-
lenzahlenbereich mit der Anregungswellenldnge @ndert. Durch die Wahl eines passenden
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Abbildung 9.1: Unbearbeitete Rohdaten fiir eine Resonanzkarte von Ethanol.

Ausschnittes wird anschlieBend der Wellenzahlenbereich samtlicher in der Resonanzkarte
verwendeter Ramanspektren angeglichen (Abb. 9.3).

Fiir die Auswertung der Daten ist eine Grundlinienkorrektur erforderlich, welche die
Fluoreszenz und den Hintergrund des Spektrometers entfernt (Abb. 9.4). Im Vergleich
der Abbildungen 9.3 und 9.4 ist gut zu sehen, dass vor allem der apparative Hintergrund
sich recht sprunghaft mit der Anregungswellenlinge dndern kann.

Die “Schlangenlinien”, die in den Ethanolramanlinien zu sehen sind und in Abb. 9.5 kor-
rigiert werden, rithren von dem wechselnden Offset des Spektrometers her, konnen aber
auch in einer Ungenauigkeit der ausgegebenen Wellenldngen des durchstimmbaren La-
sers begriindet sein. Um die anregungswellenldngenabhingigen Offsets zu bestimmen,
wurden bei Ramanspektren mit priziser Festfrequenzanregung Neonspektrallinien ver-
wendet (Abb. 5.7 und 8.8). Fiir Resonanzkarten jedoch hat sich die Offsetkalibration mit
Hilfe einer Referenzprobe als niitzlich erwiesen, da somit auch kleine Ungenauigkeiten
der Anregungswellenlinge nidherungsweise ausgeglichen werden konnen. Insbesondere
Bariumsulfat und Ethanol haben sich im Rahmen dieser Arbeit als praktische und gut
handhabbare Referenzproben bewihrt. Fiir den hohen Wellenzahlenbereich, der in die-
sem Kapitel zur Veranschaulichung gewihlt worden ist, kam jedoch nur Ethanol in Frage,
so dass hier Ethanol auf sich selbst kalibriert wird (Abb. 9.5). Die Verdnderung des Wel-
lenzahlenbereiches beim Ubergang von Abb. 9.4 zu 9.5 ergibt sich durch die Verschie-
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Abbildung 9.2: Rohdaten fiir eine Resonanzkarte von Ethanol, dargestellt in der Wellenzahlskala.
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Abbildung 9.3: Ein spektraler Ausschnitt zum Angleichen des Wellenzahlenbereichs sdmtlicher

fiir eine Resonanzkarte von Ethanol verwendeter Ramanspektren.

bung der einzelnen Spektren gegeneinander, wodurch der von sdmtlichen Einzelspektren

abgedeckte Wellenzahlenbereich etwas eingeschriankt wird.
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Abbildung 9.4: Spektren von Ethanol nach der Grundlinienkorrektur.
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Abbildung 9.5: Durch Offsetkalibration zum Ausgleich von mechanischen Ungenauigkeiten im
Spektrometer verschwinden die “Schlangenlinien” aus Abb. 9.4.
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Die Pulsenergien des verwendeten optisch-parametrischen Oszillators sind wellenldngen-
abhingig und schwanken auch innerhalb einer gewihlten Wellenldnge stark, so dass die
Intensitdten der Ramanlinien in Abb. 9.5 noch “springen”. Werden die Intensitdten durch
die fiir jedes einzelne Spektrum individuell gemessenen Pulsenergiesummen geteilt, er-
gibt sich ein realistischer Intensitédtsverlauf der Ramanlinien iiber die Anregungswellen-
langen hinweg (Abb. 9.6).
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Abbildung 9.6: Energiekalibration durch Division der Intensititen durch die fiir jedes Spektrum
separat gemessene Pulsenergiesumme ergibt einen realistischen Intensitdtsverlauf der Ramanlini-
en von Ethanol ohne Spriinge.

In Kap. 3 wurde gezeigt, dass die Ramanstreuung grundsitzlich von der vierten Potenz der
Frequenz der anregenden Photonen abhéngt. Um die Resonanzeffekte besonders deutlich
sehen zu konnen, folgt als letzter Schritt noch eine Division durch die @* Abhingigkeit
der Ramanstreuung (Abb. 9.7), was den starken Anstieg der Ramanintensititen hin zu
kurzen Anregungswellenldngen (vgl. Abb. 9.6) verringert.
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Abbildung 9.7: Division der Intensititen durch die ®* Abhiingigkeit der Ramanstreuung verrin-

gert den starken Anstieg der Intensitdten hin zu kurzen Anregungswellenldngen.



Kapitel 10

Resonanzprofile”

10.1 Experimentelle Vorbereitung

Die Algen Chlorella vulgaris (SAG 211-11b), Haematococcus pluvialis (SAG 34-1a) und
Porphyridium purpureum (SAG 1380-1a) wurden wie in Kap. 7.6 beschrieben bei 22°C
und einer Lichtintensitit von 2,5 pmol * s~! + m~2 photosynthetisch aktiver Strahlung un-
ter kontinuierlicher Beliiftung angezogen. Da fiir die Photosynthese vor allem die Zahl der
Photonen wichtig ist, nicht jedoch ihre Energie innerhalb des photosynthetisch nutzbaren
Spektralbereiches, wird hier fiir die Bestrahlungsstirke zur besseren Vergleichbarkeit die
eher in der biologischen Literatur verbreitete Einheit ‘“Zahl der Photonen pro Zeit pro Fla-
che” anstelle der in der Physik iiblicherweise verwendeten Einheit “Energie pro Zeit pro
Fliche” W «m~2 = J s~ «xm~2 verwendet. Die fiir die Anzucht gewihlte Intensitit liegt
dabei in der GroBenordnung des Lichtkompensationspunktes®?, der geringsten Intensitiit,
bei der eine Alge wachsen kann. Auch wihrend der Messungen wurde die Temperatur
konstant bei 22°C gehalten.

Um auch auBlerhalb des Resonanzbereiches der Carotinoide Ramanspektren mit einem
akzeptablen Signal-zu-Rausch-Verhiltnis zu erhalten, sind gleichbleibend hohe Zelldich-
ten notig. Diese werden nach Absetzen der Zellen aus 2 ml gut durchmischter Algenkultur
auf dem Boden einer Quarzglaskiivette (117.104-QS, Hellma Analytics GmbH & Co. KG,
Miillheim, Deutschland) erreicht.

Zur Vorbereitung gestresster Kulturen von Haematococcus pluvialis und Porphyridium
purpureum wurden mit diesen Arten gefiillte Anzuchtgefdle fiir lingere Zeit im Reak-
tor belassen, ohne regelmiBig verbrauchtes Medium auszutauschen, was zu Stress durch

"Der Text und alle Bilder in diesem Kapitel wurden bereits vorab in dhnlicher Form unter dem Titel
“In vivo determination of carotenoid resonance excitation profiles of Chlorella vulgaris, Haematococcus

pluvialis, and Porphyridium purpureun” im Journal of Raman Spectroscopy publiziert’!.
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Nihrstoffmangel fiihrt'>”7. Verschiedene Stresszustinde lassen sich durch Beobachtung
der Farbe der Kultur unterscheiden, @hnlich wie fiir Haematococcus pluvialis in%0 be-
schrieben.

Bei Chlorella vulgaris wurde Lichtstress gewdhlt, um durch den Vergleich von lichtge-
stressten mit dunkeladaptierten Kulturen mogliche Hinweise auf eine Reaktion des Viola-
xanthinzyklus aufzudecken. Zur Dunkeladaption von Chlorella vulgaris wurde die Kultur
in einer Flasche fiir einen Tag vor Beginn der Experimente in volliger Dunkelheit aufbe-
wahrt. Da sich Algenzellen am Boden der fiir die Ramanmessung verwendeten Quarzglas-
kiivette nicht bewegen, wurde fiir jedes einzelne gemessene Ramanspektrum der dunkel-
adaptierten Kultur jeweils eine neue Probe von je 2 ml aus der direkt vor der Entnahme
geschiittelten und ansonsten in Dunkelheit aufbewahrten Kulturflasche entnommen, um
kurzfristige Lichtanpassungen infolge des fiir die Anregung verwendeten Laserstrahles
zu vermeiden.

Um den Einfluss von Lichtstress auf Chlorella vulgaris untersuchen zu konnen, wurde
eine Probe von 2 ml fiir einen Tag vor Beginn der Experimente einer Lichtintensitédt von
1950 umol*s~! +m~2 photosynthetisch aktiver Strahlung ausgesetzt, wobei die Probe
zwischen den Messungen der einzelnen Ramanspektren jeweils wieder der hohen Lichtin-
tensitét ausgesetzt wurde, um den Stresszustand iiber den Verlauf der Messungen hinweg
beizubehalten. Die zur Stressinduktion gewdhlte Intensitit orientierte sich dabei an den
in”? gegebenen Werten.

Da die Dunkel-Hell-Anpassung der Griinalge Dunaliella salina innerhalb von 3,2 Minu-
ten geschieht (sieche Kap. 11)** und bei der verwandten Art Chlorella pyrenoidosa mit
Hilfe von Diinnschichtchromatographie ein Gleichgewicht der Reaktion des Violaxan-
thinzyklus nach einem Hell-Dunkel-Ubergang innerhalb von 30 Minuten gemessen wor-
t93, kann sicher angenommen werden, dass ein Gleichgewichtszustand nach einem
Tag absoluter Dunkelheit bzw. intensiver Beleuchtung erreicht wird.

den is

10.2 Ergebnisse und Diskussion

Mit dem morphologischen Algorithmus (Kap. 6) grundlinienkorrigierte Ramanspektren
von den drei verwendeten Algenarten sind in Abb. 10.1 zu sehen, wobei die stirksten zu
beobachtenden Signale Carotinoidlinien sind. Fiir jede der in diesem Kapitel gezeigten
Resonanzkarten wurden 46 Ramanspektren aufgenommen.

Die Resonanzkarten der beiden Griinalgen Haematococcus pluvialis und Chlorella vul-
garis in ihrem ungestressten, griinen Zustand sind sehr dhnlich, ebenso die daraus ex-
trahierten Resonanzprofile (Abb. 10.2b and 10.3b). Im Vergleich dazu hat die Rotalge
Porphyridium purpureum, welche nur die beiden Carotinoide (3-Carotin und Zeaxanthin
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besitzt, ihr Resonanzmaximum im ungestressten Zustand bei 505 nm anstelle von 495 nm

(Chlorella vulgaris) oder 500 nm (Haematococcus pluvialis).
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Abbildung 10.1: Grundlinienkorrigierte, mit 480 nm angeregte Ramanspektren der Algen Chlo-

rella vulgaris, Haematococcus pluvialis und Porphyridium purpureum im ungestressten, griilnen

Zustand.

10.2.1 Chlorella vulgaris

Um nach Hinweisen auf eine Reaktion des Violaxanthinzyklus zu suchen, wurde Chlo-
rella vulgaris in zwel Zustinden untersucht: Dunkeladaptiert und lichtgestresst. Da die
durch Lichtstress induzierte Umwandlung von Violaxanthin in Zeaxanthin mit einer Ver-
schiebung der Resonanz hin zu lingeren Wellenléingen einhergeht!?, sollte sich dies auch

im Vergleich der beiden Resonanzkarten widerspiegeln.

Die Resonanzprofile fiir die dunkeladaptierte (Abb. 10.2a) und lichtgestresste (Abb. 10.2¢)

Probe von Chlorella vulgaris sind jedoch dhnlich (Abb. 10.2b und 10.2d) und zeigen
beide ein Resonanzmaximum bei 500 nm. Die Resonanzprofile aller drei Linien bei v

(1525 cm™1), v, (1150 cm™ 1) und v3 (1005 cm™!) zeigen einen #hnlichen Verlauf.

Im Laufe eines Tages kann Chlorella vulgaris keine sekundédren Carotinoide synthetisieren

eine Reaktion des Violaxanthinzyklus ist jedoch innerhalb dieser Zeit zu erwarten. Aller-
dings konnten keine derartigen Hinweise im Vergleich der Resonanzprofile (Abb. 10.2b

70
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Abbildung 10.2: Resonanzkarten (a, ¢) und daraus bestimmte Resonanzprofile (b, d) der
Carotinoid-Ramanlinien bei 1525 cm™!, 1150 cm~! and 1005 cm™! von zwei unterschiedlichen

Zustianden von Chlorella vulgaris.

und 10.2d) gefunden werden, was vermutlich auf den relativ zur Gesamtmenge an Caro-
tinoiden kleinen Anteil des Violaxanthinzyklus in dieser Art zuriickzufiihren ist’?.
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10.2.2 Haematococcus pluvialis

Haematococcus pluvialis wurde in drei Zustinden untersucht: Ungestresst griin, leicht
gestresst rotlich und stark gestresst rot.

Im ungestressten griinen Zustand zeigt Haematococcus pluvialis (Abb. 7.2a und 10.3a)
ein Resonanzmaximum bei 500 nm, wobei die Resonanzprofile der beiden Carotinoid-
ramanlinien bei v; (1525 cm™!) und v, (1150 cm™!) eine dhnliche Form aufweisen (Abb.
10.3b).

Haematococcus pluvialis ist dafiir bekannt, bei Stickstoffmangel’’ groBe Mengen des

sekundiren Carotinoids Astaxanthin zu synthetisieren15 (Abb 7.2b und 10.3c). Das Asta-
xanthin fiihrt zu einer Verstiarkung der Carotinoidresonanz im Bereich von 510 nm und
dariiber, ohne jedoch die Form der Resonanzprofile hin zu kiirzeren Wellenléngen zu ver-
dndern (Abb. 10.3d).

In komplett roten Zellen schirmt das in groBer Menge in der Zellwand eingelagerte Asta-
xanthin die innerhalb der Zelle liegenden Carotinoide optisch ab (Abb. 7.2c und 10.3e).
Dies ergibt ein Resonanzprofil, dessen Maximum oberhalb des in diesem Experiment mit
den vorhandenen Kantenfiltern durchgingig zugéinglichen Wellenldngenbereiches liegt
(Abb. 10.3f). Wenngleich Losungsmitteleffekte zu beachten sind, ist dies mit der Arbeit

L 96

von Salares et. al.”® zu vergleichen, worin fiir reines, in Chloroform geldstes Astaxanthin

bei Raumtemperatur ein Resonanzmaximum nahe bei 520 nm gefunden wurde.

Wie ein Vergleich der Abbildungen 10.3b, 10.3d und 10.3f zeigt, verschiebt sich das
Resonanzmaximum der Carotinoidramanlinien mit steigendem Astaxanthingehalt hin zu
groBeren Wellenlingen. Eine Uberwachung der Astaxanthinproduktion in einer Kultur
von Haemaotococcus pluvialis mit Hilfe der Carotinoid-Resonanzprofile wird dadurch
ermoglicht.
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Abbildung 10.3: Resonanzkarten (a) einer ungestressten, griinen, (c) einer leicht gestressten, rot-

lichen und (e) einer stark gestressten, roten Probe einer Haematococcus pluvialis Kultur, sowie

daraus bestimmte Resonanzprofile (b, d, f).
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10.2.3 Porphyridium purpureum

Porphyridium purpureum wurde in drei Zustidnden untersucht: Ungestresst griin, leicht
gestresst braun und stark gestresst rot.

Im ungestressten, griinen Zustand (Abb. 10.4a) zeigt Porphyridium purpureum ein Reso-
nanzmaximum nahe bei 505 nm (Abb. 10.4b), welches etwas breiter ist als die Resonanz-
maxima der Proben von Chlorella vulgaris (Abb. 10.2b und 10.2d) und der ungestressten,
griinen Probe von Haematococcus pluvialis (Abb. 10.3b).

Unter Stress kann Porphyridium purpureum grofle Mengen des roten, auf Proteinen ba-
sierenden Pigmentes Phycoerythrin synthetisieren!?. Die braune Farbe der zweiten Probe
kommt daher, dass sich in der nur leicht gestressten Kultur auch noch restliche griine
Zellen befinden (Abb. 10.4c). Obwohl Phycoerythrin kein Carotinoid ist, zeigen die Re-
sonanzprofile der Carotinoidlinien (Abb. 10.4d) eine betrdchtliche Verschiebung des Re-
sonanzmaximums iiber 530 nm hinaus.

Weiterer Stress fiihrt schlieBlich zu einer komplett roten Probe mit groen Mengen von
Phycoerythrin, in der keine griinen Zellen mehr vorhanden sind (Abb. 10.4e). Die Re-
sonanzkarten verindern sich beim Ubergang vom braunen zum komplett roten Zustand
nicht, ebenso sind die entsprechenden Resonanzprofile (Abb. 10.4d und 10.4f) vergleich-
bar. Dies bedeutet, dass der maximale Stress in Hinblick auf die Carotinoidresonanz be-
reits im braunen Zustand erreicht ist oder aber dass die Phycoerythrinkonzentration nicht
direkt mit den Carotinoid-Resonanzprofilen korreliert.

Absorptions- und Ramanspektren von 3-Carotin und Zeaxanthin sind sehr dhnlich®”-%%.

1096 st zu erwarten,

Da Resonanzprofile eng mit Absorptionsspektren zusammenhéingen
dass auch die Resonanzprofile von -Carotin und Zeaxanthin dhnlich sind. Demnach kann
die beobachtete Verschiebung des Resonanzmaximums nicht allein durch eine Umwand-
lung von 3-Carotin in Zeaxanthin oder umgekehrt erkldrt werden. Ramanlinien von Phy-
cobiliproteinen wie Phycoerythrin unterscheiden sich von Carotinoidlinien®®, sind aber
vergleichsweise schwach und wurden hier nicht beobachtet.

00 zur Photo-

Da Porphyridium purpureum Phycoerythrin in den Thylakoidmembranen'
synthese in griinem Licht verwendet®? und auch B-Carotin und Zeaxanthin in den Thyla-
koidmembranen enthalten sind'?!, ist eine Verinderung der Umgebung der Carotinoide
infolge der Phycoerythrinsynthese unter Stressbedingungen denkbar. Dies wiirde die be-
obachtete Verschiebung des Resonanzmaximums der Carotinoidlinien vom ungestressten
griinen hin zum braunen bzw. roten gestressten Zustand erkldren, miisste aber durch wei-
tere Experimente genauer untersucht werden, die den Rahmen dieser Arbeit sprengen

wiirden.
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Abbildung 10.4: Resonanzkarten (a) einer ungestressten, griinen, (c) einer leicht gestressten, brau-

nen und (e) einer stark gestressten, roten Probe einer Porphyridium purpureum Kultur, sowie dar-

aus bestimmte Resonanzprofile (b, d, f).
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10.3 Zusammenfassung

Von den drei Algenarten Chlorella vulgaris, Haematococcus pluvialis und Porphyridi-
um purpureum wurden in verschiedenen Stresszustinden Resonanzkarten gemessen und
daraus Resonanzprofile bestimmt:

e Bei Chlorella vulgaris konnte keine Verdnderung der Resonanzkarte durch Licht-
stress gemessen werden, was vermutlich auf den relativ zur Gesamtmenge an Caro-
tinoiden kleinen Anteil des Violaxanthinzyklus in dieser Art zuriickzufiihren ist’.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde kein Zugang zum Violaxanthinzyklus basierend

auf Resonanzkarten gefunden.

e Bei Haematococcus pluvialis konnte wie erwartet die hier durch Néhrstoffmangel
induzierte Synthese des sekundiren Carotinoids Astaxanthin!> deutlich in den Re-
sonanzkarten verfolgt werden, wobei sich die Resonanzmaxima mit zunehmender
Astaxanthinkonzentration zum Roten hin verschieben. Dies ist in guter Uberein-
stimmung mit dem fiir reines, in Chloroform gelostem Astaxanthin publizierten
Resonanzprofil®®.

e Bei Porphyridium purpureum wurde einhergehend mit dem Beginn der Phyco-
erythrinsynthese eine Verdnderung der Resonanzprofile der Carotinoide beobach-
tet. Die anschliefend stressbedingt weiter ansteigende Phycoerythrinkonzentration
fiihrte nicht zu einer weiteren Rotverschiebung der Resonanzmaxima der Caroti-
noidlinien. Weitere physiologische Experimente miissen klidren, weswegen sich die
Resonanzmaxima der Carotinoidlinien bei einsetzender Phycoerythrinsynthese ver-
schieben.






Kapitel 11

Kinetik des Violaxanthinzyklus von
Dunaliella salina®

11.1 Experimentelles

Die Griinalge Dunaliella salina (SAG 184.80) wurde wie in Kap. 7.6 beschrieben bei
22°C und einer Lichtintensitit vom 2,5 umol * s~! x m~2 photosynthetisch aktiver Strah-
lung unter kontinuierlicher Beliiftung vermehrt und durch regelméfiges Verdiinnen der
Kultur mit frischem Medium in der exponentiellen Wachstumsphase gehalten. Auch wih-
rend der Messungen wurde die Temperatur konstant bei 22°C gehalten.

Fiir jedes Experiment wurden je 200 ml der Kultur in der exponentiellen Wachtumsphase
in 250 ml Erlenmeyerkolben abgefiillt und mit einem magnetischen Riihrfisch versehen,
wobeli die in einer Thoma-Zihlkammer bestimmte mittlere Zelldichte in der Gré8enord-
nung von 1,5 % 10% Zellen/ml lag, was sich als Kompromiss zwischen gleichméBiger
Stressbeleuchtung bei geringen Zelldichten und einem guten Signal-zu-Rausch-Verhéltnis
der Ramanlinien bei hohen Zelldichten bewihrt hat. Zur Wellenlidngenkalibration wurden
in eine Plexiglasplatte eingelassene Neonglimmlampen verwendet (Abb. 5.4 und 5.6).

Fiir die Stressbeleuchtung wurden eine rote und eine blaue Hochleistungsleuchtdiode
(Luminous Devices, Woburn, USA, Phlatlight LEDs CBT-90-RX-L15-BN101 fiir rote
Bestrahlung zwischen 611 - 631 nm sowie CBT-90-B-L11-J101 fiir blaue Bestrahlung
zwischen 450 - 470 nm) auf einem Kiihlkérper montiert und direkt an der Glaswand des
Kolbens platziert. Die Intensitit der Stressbeleuchtung wurde auf 3000 gmol s~ +m~2

°Der Text und alle Bilder in diesem Kapitel wurden bereits vorab in dhnlicher Form unter dem Titel
“Violaxanthin cycle kinetics analysed in vivo with resonance Raman spectroscopy” im Journal of Raman
Spectroscopy publiziert®*.
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92 11. KINETIK DES VIOLAXANTHINZYKLUS VON Dunaliella salina

Photonen photosynthetisch aktiver Strahlung an der Aulenwand des Glaskolbens einge-
stellt, welche mit einem Li-190SA Quantensensor (Li-Cor, Lincoln, USA) bestimmt wur-
de. Der genaue zeitliche Ablauf der Bestrahlung variierte von Experiment zu Experiment
und ist deshalb fiir jeden Versuchsansatz gesondert angegeben.

Die Anregungswellenlinge von 473 nm des verwendeten Dauerstrichlasers liegt nahe des
0-0 Uberganges von Violaxanthin und innerhalb der Soret-Bande von Chlorophyll b, ist
allerdings weit von dem 0-0 Ubergang von Zeaxanthin entfernt, fiir dessen Anregung zum
Beispiel die 514,5 nm Linie eines Argon-Ionen-Lasers gut geeignet wire!2.

Es wurden je 20 Aufnahmen mit einer Sekunde Belichtungszeit akkumuliert. Zusammen
mit der zum Auslesen des Kamerachips nétigen Zeit konnte so alle 20,885 s ein Spek-
trum aufgenommen werden. Ein typisches, unbearbeitetes Spektrum ist in Abb. 11.1 zu
sehen. Nach Kalibration der Wellenldngen mit Neonspektrallinien wurde das Gitter nicht
mehr bewegt, auBerdem wurde die Kalibration regelméfig durch erneute Messung der
Neonspektrallinien tiberpriift.
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Abbildung 11.1: Ein typisches, unbearbeitetes Ramanspektrum einer dunkeladaptierten Kultur
von Dunaliella salina mit einer Anregungswellenléinge von 473 nm. Die stédrksten hier sichtbaren
Signale sind die Banden v; (1528 cm™ 1), vo (1158 cm™!) und v3 (982 cm™ 1) der in den Algen-
zellen enthaltenen Carotinoide. Chlorophyllbanden sind zwischen 1600 cm~! und 1800 cm™' zu
sehen. Der hier gut erkennbare Fluoreszenzhintergrund wurde anschlieBend mit der morphologi-
schen Grundlinienkorrektur entfernt.

Um eine Beeinflussung oder Lichtadaption der Kultur infolge der Ramanmessung aus-
zuschlieBen, wurde das Faserbiindel frei in der geriihrten Kultur positioniert (Abb. 5.4),
so dass einzelne Zellen nur fiir sehr kurze Zeit mit dem Anregungsstrahl in Beriihrung
gekommen sind. Im Strahl war eine gleichmifige dunkelrote Chlorophyllfluoreszenz zu
beobachten und die Kultur konnte unter diesen Bedingungen fiir mehrere Tage ohne er-
kennbare Stresszustinde gehalten werden.
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Die gemessenen Daten wurden anschlieend wie in den Kapiteln 6 und 4 beschrieben von
der Grundlinie befreit und in Hauptkomponenten zerlegt.

11.2 Einblick in den Violaxanthinzyklus mittels Haupt-
komponentenzerlegung

Fiir ein einleitendes Experiment wurden 200 ml Kultur von Dunaliella salina abwech-
selnd 42 Minuten lang blauer Stressbeleuchtung und 459 Minuten Dunkelheit ausgesetzt.
Die sich aus acht solcher Hell-Dunkel-Zyklen mit Hauptkomponentenzerlegung ergeben-
den Ramanspektren sind in den Abbildungen 11.2 und 11.3 zu sehen.
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Abbildung 11.2: Spektren von Violaxanthin (griin), Zeaxanthin (tiirkis) sowie von zwei weiteren
Komponenten (rot und blau), die das Chlorophyll und weitere, nicht direkt am Violaxanthinzy-
klus beteiligte Carotinoide von Dunaliella salina reprisentieren. Acht Hell-Dunkel-Zyklen wur-
den hierfiir mittels Hauptkomponentenzerlegung analysiert.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der spektralen Zerlegung durch Ruban ez. al.!?
wurde eine Zerlegung in vier Komponenten verwendet. Zwei davon, die in den Legenden
als “Mix” bezeichnet werden, zeigen wie erwartet wihrend der Reaktion des Violaxan-
thinzyklus nur geringfiigige Anderungen (Abb. 11.4). Diese beiden Komponenten repri-
sentieren Mischungen aus Chlorophyll (wegen Anregung in dessen Soret-Bande wahr-
scheinlich hauptsidchlich Chlorophyll b) und verschiedener Carotinoide, die in den Algen-
zellen enthalten sind, jedoch nicht direkt mit dem Violaxanthinzyklus zusammenhingen.
Diese konnen mit der Hauptkomponentenzerlegung jedoch nicht weiter zur Identifikation
aufgespalten werden, da der Algorithmus nur sich relativ zueinander verindernde spek-
trale Komponenten zerlegen kann. Der Linienposition nach ist allerdings zu vermuten,
dass Lutein einen wesentlichen Anteil ausmacht'?.
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Abbildung 11.3: Detailansicht der v; Ramanlinien bei 1525 cm~!. Die Linienlage von Violaxan-
thin (griin) und Zeaxanthin (tiirkis) ist deutlich zu unterscheiden.
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Abbildung 11.4: Der mit Hauptkomponentenzerlegung bestimmte zeitliche Verlauf der Konzen-
trationen von Violaxanthin (griin), Zeaxanthin (tiirkis) sowie von zwei weiteren Komponenten (rot
und blau), die das Chlorophyll und weitere, nicht direkt am Violaxanthinzyklus beteiligte Caro-
tinoide von Dunaliella salina reprasentieren. Spektren lieflen sich nur wihrend der Dunkelphase
auswerten, so dass wihrend der Beleuchtungsphase keine Datenpunkte zur Verfiigung stehen. In
beiden Wiederholungen ist nach Ende der Beleuchtung ein Abfall der Zeaxanthinkonzentration
zusammen mit einem Anstieg der Violaxanthinkonzentration zu erkennen, was der Hell-Dunkel-
Anpassung entspricht. Anschlieend ist ein deutlicher Abfall sowohl von Violaxanthin als auch
von Zeaxanthin zu beobachten, was einer Anpassung der Gesamtcarotinoidkonzentration gleich
kommt.
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Ein Vergleich mit Ramanspektren von isolierten Carotinoiden erscheint angebracht, da die
Hauptkomponentenzerlegung die Ramanspektren einzelner Komponenten liefert. Durch
Losungsmitteleffekte konnen die Linienlagen isolierter Carotinoide von denen in biologi-
schem Gewebe abweichen'!, wobei allerdings Pyridin dafiir bekannt ist, die Linienlagen
der Carotinoide in biologischem Gewebe gut wiederzugeben3®. Die aus der Hauptkompo-
nentenzerlegung hervorgehenden Positionen der v;-Bande von 1524 cm™! fiir Zeaxanthin
und 1531 cm™! fiir Violaxanthin stimmen gut mit den von Ruban ez. al. in'? gegebenen
Werten fiir isoliertes Zeaxanthin (1522 cm™ ') und isoliertes Violaxanthin (1529 cm™') in
Pyridinl6sung bei einer Anregungswellenlinge von 473 nm iiberein.

Auch wihrend der Stressbeleuchtung wurden Ramanspektren aufgenommen, die verwen-
dete blaue Stresslichtquelle iiberstrahlte jedoch sdmtliche Ramanlinien in den Aufnah-
men. Kiinftige Experimente konnen von einem weiteren Filter zwischen der fiir die Stress-
beleuchtung verwendeten Leuchtdiode und der Algenkultur profitieren, dessen spektraler
Durchlassbereich nicht mit dem des Rayleigh-Tiefpassfilter am Eingang des Spektrome-
ters iiberlappt.

Wie in Abb. 11.4 zu sehen beginnt direkt nach Ende der Stressbeleuchtung die Hell-
Dunkel-Adaption in Form einer sinkenden Zeaxanthinkonzentration im Kombination mit
einer steigenden Violaxanthinkonzentration. Der zeitliche Verlauf ist dabei mit der von
Jahns an Erbsenpflanzen beobachtete Kinetik® vergleichbar und wird in den folgenden
Experimente noch niher untersucht. Anschlieend ist ein gemeinsames Absinken der
Konzentrationen von Violaxanthin und Zeaxanthin zu beobachten, welches einer Redukti-
on der Regelkapazitit des Violaxanthinzyklus in ldingeren Dunkelphasen entspricht. Sol-
che Anpassungen der Regelkapazitit sind in der Literatur bekannt, allerdings mit einer
typischen Dauer von einigen Tagen, wie von Nichelmann ez. al. beschriebens.

11.3 Kinetik der Hell-Dunkel-Adaption

Zur genauen Bestimmung der Reaktionszeit des Violaxanthinzyklus von Dunaliella sali-
na wurde die Hell-Dunkel-Adaption in mehreren Zyklen bestehend aus 21 Minuten blauer
Stressbeleuchtung und 230 Minuten darauf folgender Dunkelheit untersucht (Abb. 11.5
und 11.6).

Um die Messungen mit vorhandener Literatur zum Violaxanthinzyklus vergleichen zu
konnen, wurden zunichst die Positionen der v; und v, Banden samtlicher beteiligter
Carotinoide mit Lorentzanpassung bestimmt. Im Rahmen der Genauigkeit der Lorentz-
anpassung (Abb. 11.5) bleibt die Lage der v, Bande bei 1158,8 cm~! weitestgehend
gleich, was in Ubereinstimmung mit den von Ruban et. al. publizierten Ergebnissen ist'2.
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Abbildung 11.5: Mit Lorentzanpassung bestimmte Position der v; (oben) und v, (unten) Banden
sdamtlicher in den Algenzellen enthaltenen Carotinoide im zeitlichen Verlauf von 10354 Raman-
spektren aus 16 Hell-Dunkel-Zyklen. Kleine Pfeile kennzeichnen die Hellphasen. Wihrend die
Lage der v, Bande bei 1158,8 cm~! weitestgehend gleich bleibt, beschreibt die v; Bande eine
den Hell-Dunkel-Zyklen folgende periodische Verschiebung von 1 cm~! zwischen 1526 cm™!
und 1527 cm™!
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Abbildung 11.6: Reaktion des Violaxanthinzyklus auf Hell-Dunkel-Uberginge. Die Zeitkonstan-
ten in Minuten wurden durch Anpassen von Exponentialfunktionen an die Violaxanthinkonzentra-
tion (griin) bestimmt und ergeben im Mittel 46 +4 Minuten. Die Zeaxanthinkonzentration (tiirkis)
zeigt schwach einen dazu komplementidren Verlauf. Zwei weitere Komponenten (rot und blau)
reprasentieren Chlorophylle und weitere Carotinoide, die nicht direkt am Violaxanthinzyklus be-
teiligt sind.
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Die periodische Verschiebung der v; Bande zwischen 1526 cm™! und 1527 cm~! liegt
innerhalb der publizierten Positionen fiir isoliertes Zeaxanthin (1522 cm~ 1) und isolier-
tes Violaxanthin (1529 cm™") in Pyridin'?. Eine Verschiebung der v; Bande um 1 cm™!
konnte an lebenden Algenzellen bestimmt werden (Abb. 11.5), wihrend fiir isolierte Thy-
lakoidmembranen eine Verschiebung von bis zu 3 cm~! moglich ist'2. Dies ist wahr-
scheinlich auf eine unvollstindige Umwandlung von Violaxanthin in Zeaxanthin in le-
benden Zellen zuriickzufiihren. Das fiir diese Messung verwendete Gitter mit 2400 Lini-

en/mm erreichte eine Auflosung von 0,3 cm™! pro Pixel.

Die Zeitkonstante der Hell-Dunkel-Anpassung wurde nach Hauptkomponentenzerlegung
des Datensatzes durch die Anpassung von Exponentialfunktionen an die einzelnen Hell-
Dunkel-Zyklen der Violaxanthinkonzentration im Verlauf von 14 Zyklen bestimmt (Abb.
11.6) und betrdgt im Mittel 46 +£4 Minuten. Die Zeaxanthinkonzentration zeigt einen
zur Violaxanthinkonzentration komplementéiren Verlauf, das geringe Signal-zu-Rausch-
Verhiltnis resultiert aus einer nichtresonanten Anregung des Zeaxanthins, welche durch
eine andere, niher am 0-0 Ubergang des Zeaxanthins liegende Anregungswellenlinge
verbessert werden konnte. Zwei weitere Komponenten repriasentieren Chlorophylle und
weitere Carotinoide, die nicht direkt am Violaxanthinzyklus beteiligt sind. Ein anders ge-
formter zeitlicher Verlauf ist in den ersten beiden Zyklen zu erkennen, der aus der Justage
des Experimentes und dem plétzlichen Wechsel der Kulturbedingungen von schwachem
Dauerlicht im Anzuchtreaktor hin zur periodischen Stressbeleuchtung unter stindigem
Riihren resultiert. Diese beiden Zyklen wurden deshalb nicht zur Bestimmung der Zeit-
konstanten herangezogen.

11.4 Kinetik der Dunkel-Hell-Adaption

Zur Untersuchung des Dunkel-Hell-Uberganges (Abb. 11.7) wurde ein Zyklus bestehend
aus 73 Minuten roter Stressbeleuchtung sowie 459 Minuten darauf folgender Dunkel-
heit verwendet. Jeweils nach 42 Sekunden wurde die Stressbeleuchtung fiir 21 Sekunden
unterbrochen, um ein ungestortes Ramanspektrum aufzunehmen. In Anbetracht der im
vorherigen Abschnitt 11.3 zu 46 &4 Minuten bestimmten Zeitkonstante fiir den Hell-
Dunkel-Ubergang kann der Effekt der kurzen Unterbrechungen auf den Zustand des Vio-
laxanthinzyklus vernachlissigt werden. Insgesamt ergab sich so fiir jeden Zyklus eine
Bestrahlungsdauer von 49 Minuten. Die Aufnahme von Daten begann nach drei vollstin-
digen Hell-Dunkel-Zyklen, um den Algen Gelegenheit zu geben, sich an die veridnderten
Kulturbedingungen zu gewdhnen.

Mit diesem Experiment konnte die mittlere Zeitkonstante des Dunkel-Hell-Uberganges
durch Anpassung von Exponentialfunktionen an die Violaxanthinkonzentration zu 3,2 +
1,0 Minuten bestimmt werden. Fiir den Hell-Dunkel-Ubergang ergab sich eine mittlere
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Abbildung 11.7: Reaktion des Violaxanthinzyklus auf Hell-Dunkel-Ubergiinge (oberhalb, im Mit-
tel 39 + 8 Minuten) und Dunkel-Hell-Uberginge (unterhalb, im Mittel 3,24 1,0 Minuten), durch
Anpassung von Exponentialfunktionen an den zeitlichen Verlauf der Violaxanthinkonzentration
(griin) bestimmt. Die Zeaxanthinkonzentration zeigt schwach einen dazu komplementéren zeitli-
chen Verlauf. Zwei weitere Komponenten (rot und blau) reprisentieren Chlorophylle und weitere
Carotinoide, die nicht direkt am Violaxanthinzyklus beteiligt sind.

Zeitkonstante von 39 + 8 Minuten. Die Zeaxanthinkonzentration zeigt einen zur Viola-
xanthinkonzentration komplementéren zeitlichen Verlauf, allerdings auf Grund nichtreso-
nanter Anregung mit einem geringen Signal-zu-Rausch-Verhiltnis (vgl. Abb. 11.6). Die

6 sowie

mittleren Zeitkonstanten sind mit den von Jahns an Erbsenpflanzen Pisum sativum
von Latowski et. al. an der Dreifurchigen Wasserlinse Lemna trisulca’ mit Fliissigchro-

matographie (HPLC) bestimmten Kinetiken vergleichbar.

Die fiir den Hell-Dunkel-Ubergang ermittelte Zeitkonstante von 39 &8 Minuten ist infolge
der veridnderten Belichtungsbedingungen etwas kiirzer als die im vorherigen Experiment
bestimmten 46 + 4 Minuten (siehe 11.3). Dies ist in Ubereinstimmung mit der Beobach-
tung von Jahns und Miehe, dass die Kinetik des Hell-Dunkel-Uberganges teilweise von
der verwendeten Beleuchtungsintensitiit abhzingt>°.

11.5 Zusammenfassung

In diesem Abschnitt ist die erste direkte in vivo Messung der Kinetik des Violaxanthinzy-
klus an Dunaliella salina beschrieben. Die Zeitkonstanten fiir den Hell-Dunkel-Ubergang
liegen dabei je nach experimentellen Bedingungen zwischen 39 + 8 und 46 + 4 Minu-
ten. Fiir den Dunkel-Hell-Ubergang wurde eine Zeitkonstante von 3,24 1,0 Minuten be-
stimmt.
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Die mit Hauptkomponentenzerlegung bestimmten Linienlagen der v; Bande von Vio-
laxanthin und Zeaxanthin stimmen innerhalb von 2 cm™! mit den publizierten Werten
fiir isolierte, in Pyridin geltste Violaxanthine und Zeaxanthine bei gleicher Anregungs-
wellenlinge iiberein!?. Die Kinetiken sind mit den mit destruktiver Probennahme an ho-
heren Pflanzen und anschlieender chemischer Analyse mittels Fliissigchromatographie
(HPLC) bestimmten und publizierten Reaktionen des Violaxanthinzyklus vergleichbar®’.

Weitere Forschung ist notig, um den Einfluss von Umweltfaktoren auf die Kinetik des
Violaxanthinzyklus zu untersuchen. Insbesondere sollten unterschiedliche zeitliche Be-
leuchtungszyklen erprobt und mégliche Einfliisse der zur Stressbeleuchtung verwendeten
Wellenlingen untersucht werden. AuBerdem zeigten die Algen zu Beginn “Ubergangs-
reaktionen” vor dem periodischen Einpendeln der Kinetik, so dass abrupte Wechsel der
Beleuchtungszyklen in einem laufenden Experiment Zugang zu weiteren Spezialfillen
bieten konnen.






Kapitel 12

Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurde ein Experiment auf Basis von Resonanz-Ramanspektroskopie ent-
wickelt, womit Carotinoide in lebenden Zellen detektiert werden konnen und der zeitliche
Verlauf von Konzentrationséanderungen der Carotinoide in lebenden Algenzellen ermittelt
werden kann. Dazu wurden zwei unterschiedliche Ramansysteme aufgebaut, kalibriert
und erprobt. Zur Kalibration der Pulsenergien und Steuerung der Experimente kam der
im Rahmen dieser Arbeit entwickelte optimierende Forth-Compiler “Mecrisp-Stellaris”
zum Einsatz. Zur Auswertung der Messdaten wurde fiir die speziellen Anforderungen
von in vivo Resonanz-Ramanspektroskopie ein neuartiger Grundlinienkorrekturalgorith-
mus entwickelt, welcher sich in Verbindung mit Hauptkomponentenzerlegung bewéihrt
hat. Auf Basis dieser methodischen Entwicklungen konnte zum ersten Mal direkt und in
vivo die Kinetik des Violaxanthinzyklus bestimmt werden, welcher eine entscheidende
Rolle fiir die Stresstoleranz von Pflanzen spielt.

Mit den ersten gelungenen ramanspektroskopischen in vivo Messungen von Violaxan-
thinzykluskinetiken an Dunaliella salina ist nun die experimentelle Basis gelegt, mit der
weitergehende biologische Fragestellungen untersucht werden konnen. Im Rahmen die-
ser Dissertation konnten nur einige wenige ausgewihlte Algenarten angezogen und un-
tersucht werden, auflerdem gibt es neben Wellenldnge, Beleuchtungsintensitit und Hell-
Dunkel-Rythmus noch viele weitere freie Parameter wie Details der Kulturfiihrung, wel-
che sich generell auf die Stressreaktion von Pflanzen auswirken und deren Einfluss auf
den Violaxanthinzyklus noch unbekannt ist. Allein eine Erkundung des riesigen mogli-
chen Parameterraumes diirfte genug Material fiir weitere Forschung liefern und sowohl
die botanische Grundlagenforschung als auch die Pflanzenziichtung in Hinblick auf den
sich verschirfenden Klimawandel voranbringen.

Kiinftige Experimente kdnnen von einem zusitzlichen optischen Filter zwischen der zur
Stressbeleuchtung verwendeten Leuchtdiode und der Algenkultur profitieren, um die Auf-
nahme ungestorter Ramanspektren wéhrend der Stressbeleuchtung selbst zu ermoglichen.
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Mit Hilfe einer zusitzlichen, besser zur Anregung des 0-0 Uberganges von Zeaxanthin
geeigneten Laserwellenlidnge, wie beispielsweise der 514,5 nm Linie eines Argon-lonen-
Lasers, lieB3e sich aulerdem das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis der Zeaxanthin-Ramanlinien
verbessern, was eine komplementire Bestimmung der Kinetik anhand der Zeaxanthinkon-
zentration ermdglicht.

Im Rahmen dieser Dissertation wurden auflerdem Resonanzkarten und Resonanzprofile
der drei Algenarten Chlorella vulgaris, Haematococcus pluvialis und Porphyridium pur-
pureum in verschiedenen Stresszustinden aufgenommen. Die Synthese des sekundiren
Carotinoids Astaxanthin in Haematococcus pluvialis konnte anhand einer Rotverschie-
bung der Resonanzmaxima der Carotinoidlinien verfolgt werden.

Weitere Verfeinerungen konnen Gegenstand zukiinftiger Forschung sein: Derzeit sind die
Anregungsintensititen fiir die Ramanspektroskopie so grof3, dass die Kinetikbestimmung
des Violaxanthinzyklus nur an kontinuierlich geriihrten Mikroalgenkulturen durchgefiihrt
werden konnte, um Lichtstress durch den fiir die Messung nétigen Laserstrahl selbst zu
vermeiden. Ramanspektroskopie mit geringen Intensititen ist und bleibt eine apparative
Herausforderung, zu deren Losung auch das Verteilen der Anregungsintensitit auf eine
grofere Fliche ins Auge gefasst werden kann. Erst wenn diese Herausforderung gelost
ist, kann mit Untersuchungen an Landpflanzen begonnen werden.

Die Messung von Resonanzkarten mit einem durchstimmbaren Laser kann in Zukunft
ebenso noch weiter ausgebaut werden, vor allem durch eine Verbesserung der spektra-
len Kalibration bei schnell wechselnden Gitterlagen, so dass eine prizise Linienlagen-
bestimmung ermoglicht wird und damit eine partiell selektive Anregung verschiedener
Carotinoidpopulationen in den Algenzellen experimentell zuginglich wird. Fiir die Be-
obachtung von Violaxanthinzykluskinetiken selbst haben sich Resonanzkarten vor allem
auf Grund ihrer prinzipiell bedingt langen Messdauer als ungeeignet erwiesen, jedoch
erdffnen sich andere Anwendungen, insbesondere im Umfeld der Pigmentproduktion in
Algenkulturen.



Anhang A
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SAG Sammlung von Algenkulturen Géttingen Medium Recipe
Culture Collection of Algae Version 03.2007

1. Basal Medium (= ES "Erddekokt + Salze™)

stock solution nutrient solution
[9/100 ml] [mI]

KNO; 1 20

K,HPO, 0.1 20

MgSO, . 7H,0 0.1 20

soil extract * 30

micronutrient solution ** 5

de-ionized or distilled water 905

* Preparation of soil extract: Fill a 6 litre flask one third with garden or leaf soil of medium,
but not too great humus content which does not contain fertilizers or plant protective agents.
Success of soil extract depends on selection of suitable soils. Those with high clay content are
usually less satisfactory. Add de-ionized water until it stands 5 cm above the soil and sterilize
by heating in a steamer for one hour twice in a 24 h interval. Separate the decanted extract
from particles by centrifugation. Fill into small containers of stock solution each of a size
appropriate to making a batch of media, autoclave for 20 min at 121°C and store in the
refrigerator.

** Preparation of the micronutrient solution:

stock solution applied solution

[9/100 ml]
ZnS0, . 7TH,0 0.1 1ml
MnSO;, . 4H,0 0.1 2ml
H3BO; 0.2 5ml
Co(NO;)2 . 6H,0 0.02 5ml
Na, MoOQ, .2H,0 0.02 5ml
CuSQ, . 5H,0 0.0005 1ml
de-ionized or distilled water 981 ml
FeSO, . 7TH,0 079
EDTA (Titriplex 111, Merck) 08¢

Autoclave the components separately in two solutions which are united after cooling.

Solution I: 881 ml distilled water + stock solutions of salts without FeSO, + 0.4 g EDTA
Solution 11: 100 ml distilled water + 0.7 g FeSO4 + 0.4 g EDTA
The following modifications of the Basal Medium proved suitable for many strains:

a) Basal Medium with Beef Extract (= ESFI. "Erddekokt + Salze + Fleisch*): Basal
Medium (Medium 1) with 0.1 % beef extract.

b) Basal Medium with Peptone (= ESP "Erddekokt + Salze +Peptone"):

Basal Medium (Medium 1) with 0.1% proteose-peptone.

¢) Basal Medium with 10 % Euglena Medium and Vitamins (= +V "Erddekokt + Salze +
Euglena gracilis Medium + Vitamine®):

Basal Medium (Medium 1) plus 10 % Euglena Medium (medium 9) and the vitamins B; (5 X
10-4 g/l) and and B1, (5 x 10-6 g/I), added in sterile solution after autoclaving.

d) Acidified Basal Medium (= ES + H,SO,):

Basal Medium (Medium 1) plus 1% conc. H,SO,.

www.epsag.uni-goettingen.de

Abbildung A.2: Rezept fiir ES-Medium der Géttinger Sammlung von Algenkulturen, unveréandert
aus®* entnommen.



Sammlung von Algenkulturen Géttingen Medium Recipe
Culture Collection of Algae Version 11.2008

14. Dunaliella Medium (= Dun.)

stock solution  nutrient solution

[9/100 ml] [mlI]
KNO; 1 20
KzHPO, 0.1 20
soil extract * 30
artificial seawater ** 930

* Preparation of soil extract (as in medium 1):

Fill a 6 litre flask one third with garden or leaf soil of medium, but not too great humus
content which does not contain fertilizers or plant protective agents. Success of soil extract
depends on selection of suitable soils. Those with high clay content are usually less
satisfactory. Add de-ionized water until it stands 5 cm above the soil and sterilize by heating
in a steamer for one hour twice in a 24 h interval. Separate the decanted extract from particles
by centrifugation. Fill into small containers of stock solution each of a size appropriate to
making a batch of media, autoclave for 20 min at 121 deg; C and store in the refrigerator.

** -Preparation of artificial seawater:
Dissolve in 1000 ml of de-ionized or distilled water 60.0 g NaCl, 10.0 g MgSO, .7H,0, 1.5¢g
KCI, and 2.0 g CaSO,.

www.epsag.uni-goettingen.de

Abbildung A.3: Rezept fiir Dun-Medium der Gottinger Sammlung von Algenkulturen, unverén-
dert aus®> entnommen.
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